





































































































































































































































(Hibbett	 et	 al.,	 2007).	 Diese	Mikromyzeten	 kommen	 ubiquitär	 vor	 und	wachsen	 aufgrund	
ihres	 zellulolytischen	 Potentials	 insbesondere	 auf	 feuchten	 oder	 welkenden,	
zellulosehaltigen	Materialien	(Forgacs,	1972;	Nielsen	et	al.,	1998b).		
Stachybotrys	 spp.	 haben	 aufgrund	 ihrer	 Fähigkeit	 hochtoxische	Mykotoxine	 zu	 bilden	 eine	
besondere	 Bedeutung	 in	 der	 Tier-	 und	 Humanmedizin.	 Bei	 Tieren,	 darunter	 vor	 allem	 bei	
Pferden,	 gelten	 die	 zytotoxischen	 makrozyklischen	 Trichothecene	 als	 Auslöser	 der	
Stachybotryotoxikose	 (Forgacs,	 1972).	 Beim	 Menschen	 ist	 eine	 Gesundheitsgefährdung	
durch	 ein	 Vorkommen	 in	 Innenräumen	 insbesondere	 nach	 Feuchteschäden	 möglich.	
Gleichzeitig	 kann	 eine	 inhalative	 Belastung	 mit	 makrozyklischen	 Trichothecenen	 beim	
Umgang	 mit	 verschimmelten	 Futtermitteln	 oder	 während	 Sanierungsarbeiten	 auftreten	
(Johanning,	1994;	Hintikka,	1978).	
Gegenwärtig	 ist	 die	 Taxonomie	 der	 Gattung	 Stachybotrys	 nicht	 ausreichend	 geklärt.	 Es	
existieren	 viele	 nicht	 vollständig	 beschriebene	 Spezies	 und	 eine	 Vielzahl	 an	 Synonymen.	
Insgesamt	sind	je	nach	Quelle	bis	zu	78	Spezies	bekannt,	wobei	davon	bisher	nur	22	Spezies	
in	 der	 Datenbank	 des	 National	 Center	 for	 Biotechnology	 Information	 (NCBI)	 anhand	 ihrer	
Nukleotidsequenzen	 erfasst	 sind	 (Crous	 et	 al.,	 2004;	 NCBI,	 2014).	 Eine	 weiterführende	
Charakterisierung	 anhand	 des	 Sekundärmetabolitenprofils	 existiert	 nur	 für	 einige	 dieser	
Spezies.	
Ziel	 dieser	 Arbeit	 war	 es	 daher,	 die	 Gattung	 Stachybotrys	 am	 Beispiel	 von	 verfügbaren	
Referenzstämmen	(n=15)	und	 je	15	ausgewählten	 Isolaten	aus	Umweltproben,	Futter-	und	
Lebensmitteln	 aus	 der	 Stammsammlung	 des	 Lehrstuhls	 für	 Lebensmittelsicherheit	
umfassend	 auf	 phänotypischer	 und	 genotypischer	 Ebene	 sowie	 mittels	
massenspektrometrischer	Verfahren	 zu	 charakterisieren.	Dafür	 lag	 ein	 Schwerpunkt	 dieser	







Echte	 Pilze	 (Mycota)	 werden	 nach	 Samson	 (2010)	 in	 vier	 Abteilungen,	 die	 Ascomycota,	
Basidiomycota,	Zygomycota	und	Chytridiomycota	eingeteilt.	Hibbett	et	al.	(2007)	teilten die	
Mycota	 hingegen	 in	 sieben	 Abteilungen	 ein:	 Ascomycota,	 Basidiomycota,	
Blastocladiomycota,	 Chytridiomycota,	 Glomeromycota,	 Microsporidia	 und	
Neocallimastigomycota.		
Der	 formalen	 Einordnung	 von	 Schimmelpilzen	 nach	 Gedek	 (1980)	 folgend,	 wurde	 die	
Gattung	 Stachybotrys	 im	 Reich	 der	 Mycota	 der	 Abteilung	 Deuteromycota,	 der	 Klasse	
Hyphomycetes,	der	Ordnung	Moniliales	und	dort	der	Familie	Dematiaceae	zugeordnet.		




Auf	 Gattungsebene	 führen	 Seifert	 et	 al.	 (2011)	 sieben	 Synonyme	 für	 Stachybotrys	 an:	
Fuckelina	 Sacc.	 (1875),	 Gliobotrys	 Höhn.	 (1902),	 Hyalobotrys	 Pidopl.	 (1948),	















Bis	 1943	waren	 20	 Spezies	 bekannt,	 die	 von	 Bisby	 (1943)	 neu	 geordnet	 auf	 zwei	 Spezies,		
S.	atra	 und	S.	subsimplex	 reduziert	wurden.	Er	postulierte,	dass	extrinsische	Faktoren,	 z.B.	
UV-Licht	oder	Kälte,	zur	Entstehung	abnormer	 Isolate	(„freak	 isolates“)	 führen	können	und	
dass	diese	nicht	als	neue	Spezies	behandelt	werden	dürften.		
Die	 Zugehörigkeit	 eines	 Isolates	 zur	 Gattung	 Stachybotrys	 wurde	 nach	 der	 Farbe	 der	
Kolonien	 bestimmt	 (Bisby,	 1943).	 Hughes	 (1953)	 hingegen	 nahm	 später	 die	 taxonomische	
Einordnung	nach	der	Form	und	Beschaffenheit	der	Konidiophoren	und	Konidien	vor.		
S.	atra	wurde	1976	 in	S.	chartarum	 (EHRENBERG	EX	LINK)	HUGHES	 (Jong	und	Davis,	1976)	
umbenannt.	 1976	 waren	 insgesamt	 elf	 Spezies	 aufgrund	 ihrer	 unterschiedlichen	
Kulturmorphologie	differenziert	(Jong	und	Davis,	1976).	Cruse	et	al.	(2002)	nannten	ebenso	
elf,	zum	Teil	abweichend	von	Jong	und	Davis	(1976),	morphologisch	anerkannte	Spezies	von	
Stachybotrys.	 Aufgrund	 morphologischer	 und	 phylogenetischer	 Untersuchungen	 und	
Analysen	des	Metabolitenprofils	wurde	S.	chartarum	 sensu	 lato	 (im	weiten	Sinne)	 in	einen	







Die	 Zuordnung	 von	 Schimmelpilzen	 zur	Gattung	Stachybotrys	 ist	 bislang	 problematisch.	 Es	
tauchen	 immer	wieder	 kryptische	 Spezies	 auf,	 deren	 Taxonomie	 für	 Verwirrungen	 sorgen	
(Cruse	et	al.,	2002).	Dies	kann	sehr	gut	anhand	von	Gattungen	wie	Memnoniella	dargestellt	
werden,	die	erst	 später	 aufgrund	von	DNA-Analysen	der	Gattung	Stachybotrys	 zugeordnet	
wurden	(Haugland	et	al.,	2001).	
Diese	 Gattung	 wurde	 ursprünglich	 aufgrund	 ihrer	 Morphologie	 und	 der	 Art	 der	
Sporenbildung	von	der	Gattung	Stachybotrys	unabhängig	aufgelistet	(Jong	und	Davis,	1976).	
Memnoniella	echinata	besitzt	ähnlich	ausgeprägte	Konidiophoren,	produziert	 jedoch	runde	









Abbildung	 3:	 Rasterelektronenmikroskopaufnahmen:	 A:	 Memnoniella	 echinata		
	 	 								(ATCC	 22697)	 Vergrößerung:	 3.000-fach	 (Haugland	 et	 al.,	 2001),		








Während	 des	 Internationalen	 Botanischen	 Kongresses	 (IBC)	 2011	 	 legte	 das	 dort	 tagende	
Nomenklatur-Komitee	 fest,	 dass	 neue	 Namen	 für	 Schimmelpilze	 in	 Zeitschriften	 publiziert	








Stachybotrys	 gezählt	 wurden,	 anerkannt	 (Pinruan	 et	 al.,	 2004).	 Die	 gegenwärtige	 Zahl	 an	

























und	 Sterigmatobotrys)	 geführt	 (Tabelle	 40	 im	 Anhang),	 die	 als	 Synonyme	 für		
Stachybotrys	spp.	gelten	(The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.,	2014).		
Alle	diese	78	Spezies	sind	publiziert	und	ebenfalls	in	der	Onlinedatenbank	MycoBank	erfasst	




anderen	 56	 Stachybotrys	 spp.	 wurden	 größtenteils	 nur	 anhand	 ihrer	 Kulturmorphologie	
beschrieben.	 Pan	 et	 al.	 (2014)	 beschrieben	 zudem	 vier	 weitere	 Spezies,	 jedoch	 nur	
kulturmorphologisch.	 Diese	 vier	 neuen	 Stachybotrys	 spp.	 waren	 zum	 Zeitpunkt	 dieser	
Dissertation	noch	nicht	 in	„Index	Fungorum"	registriert	(The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	
al.,	2014).		
In	 Tabelle	 40	 im	 Anhang	 sind	 die	 momentan	 bekannten	 und	 durch	 die	 Aufnahme	 in	
„MycoBank"	 und	 „Index	 Fungorum"	 anerkannten	 Stachybotrys	 spp.	 (n=78)	 und	 ihre	
Synonyme	zusammengestellt.	
Derzeit	 sind	 nur	 zwei	 teleomorphe	 Formen	 von	 Stachybotrys	 bekannt,	 Melanopsamma	
pomiformis	von	S.	albipes	und	Nectriella	funicola	von	S.	oleronensis	(Booth,	1957;	Castlebury	
et	al.,	2004;	Lechat	et	al.,	2013),	wobei	„Index	Fungorum"	und	„MycoBank"	 in	Hinblick	auf	
Melanopsamma	 pomiformis	 unterschiedliche	 Meinungen	 vertreten	 (Wang	 et	 al.,	 2015).	
„MycoBank"	 führt	Melanopsamma	 pomiformis	 als	 geschlechtsneutral,	 wohingegen	 „Index	
Fungorum"	Melanopsamma	pomiformis	als	teleomorphe	Form	von	S.	albipes	ansieht	(Crous	
et	al.,	2004;	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.,	2014).		
Zudem	 wird	 vermutet,	 dass	 Flexuoniesslia	 sp.	 eine	 teleomorphe	 Form	 einer	 noch	 nicht	







die	 sich	 der	 unübersichtlichen	 Taxonomie	 der	 Gattung	 Stachybotrys	 widmeten,	 weisen	
ebenfalls	 darauf	 hin,	 dass	 aktuell	 keine	 einheitliche	 taxonomische	 Einordnung	 von	
Stachybotrys	spp.	möglich	ist.	
2.1.2 Wachstumsbedingungen		
Stachybotrys	 kommt	weltweit	 vor	 und	wächst	 bevorzugt	 auf	 zellulosehaltigen	Materialien	
(Samson,	 2010).	 Abhängig	 von	 den	 Matrices,	 auf	 denen	 Stachybotrys	 spp.	 wachsen,	 sind	






Für	das	Wachstum	von	Stachybotrys	 spp.	 auf	 Potato	Dextrose	Agar	 (PDA)	wird	 von	einem	
Temperaturoptimum	 von	 25	 -	 30	 °C	 und	 einem	 optimalen	 aw-Wert	 von	 0,980	 -	 0,995	
ausgegangen	 (Frazer	 et	 al.,	 2011;	 Magan	 et	 al.,	 2012).	 PDA	 erwies	 sich	 jedoch	 als	 nicht	
optimal	für	die	Sporulation	von	Stachybotrys	spp.	(McQuade,	1963).		
Biotin	 und	 Glucose	 erwiesen	 sich	 als	 limitierende	 Faktoren	 für	 das	 Wachstum	 von	
Stachybotrys-Kulturen	auf	Nährmedien	(Buston	und	Basu,	1947;	McQuade,	1963;	Steinberg,	
1939).		
McQuade	 (1963)	 beschrieb	 eine	 Abhängigkeit	 des	 Erscheinungsbildes	 des	 Myzels	 vom	
Verhältnis	bestimmter	Salze	sowie	von	deren	Konzentration	im	Nährmedium.	Durch	erhöhte	
Konzentrationen	 von	 Dikaliumhydrogenphosphat	 (K2HPO4)	 wurde	 vermehrt	 filamentöses	






Stachybotrys	 spp.	 kommen	 ubiquitär	 vor.	 Sie	 wachsen	 bevorzugt	 als	 Saprobionten	 auf	
feuchtem,	 zellulosehaltigem	 und	 welkendem	Material	 wie	 Heu	 und	 Stroh,	 aber	 auch	 auf	






Im	 Jahr	 1931	 kam	 es	 in	 der	 Ukrainischen	 Sozialistischen	 Sowjetrepublik	 gehäuft	 zu	




(1983)	 wiesen	 die	 für	 die	 Stachybotryotoxikose	 verantwortlichen	 Mykotoxine,	
makrozyklische	Trichothecene	(vgl.	2.1.4.1),	erstmals	in	Stroh	nach.	
In	 Tabelle	 2	 sind	 die	 in	 der	 verfügbaren	 Literatur	 von	 1929	 -	 1991	 beschriebenen	
Stachybotryotoxikose-Erkrankungen	bei	Tieren	zusammengefasst,	die	mit	dem	Vorkommen	
von	 Stachybotrys	 auf	 Heu	 und	 Stroh	 in	 Zusammenhang	 gebracht	werden.	 Heu	 und	 Stroh,	
















Jahr	 Land	 Betroffene	Tierart	 Matrix	 Referenz	
1929	 Ungarn	 Pferd	 n.b.	 Jarmai	(1929)2		








außer	1954	 Ukraine	 Pferd	 n.b.	 Shulyumov	et	al.	(1960)
	1	
1959	 n.b.	 Pferd/Rind	 mit	S.	alternans	befallenes	Stroh	 Fortuskny	et	al.	(1959)
	1		






1965	 Ungarn	 Pferd	 Gerstenstroh	 Dankó	(1975)	
1983	 Südafrika	 Schaf	 Weizen-	und	Gerstenstroh	 Kriek	und	Marasas	(1983)
2	
1983	 Ungarn	 Pferd	 Stroh	 Harrach	et	al.	(1987)	
1984	 Deutschland	 Pferd	 verschimmeltes	Heu	 Launer	et	al.	(1987)
	2		
1991	 Frankreich	 Pferd	 verschimmeltes	Stroh	 Lefebvre	et	al.	(1994)
	2		
1	nach	Forgacs	(1972)	 	 2	nach	Kluwe	(2006)	 	 n.b.:	nicht	beschrieben	
In	Ägypten	wurden	164	S.	chartarum-Isolate	aus	50	Weizenstrohproben	gewonnen	(El-Kady	
und	 Moubasher,	 1982).	 In	 Südafrika	 wurde	 S.	 chartarum	 aus	 Weizen-	 und	 Gerstenstroh	




















et	 al.,	 2013)	 und	 S.	 chartarum	 (Chemotypen	 A	 und	 S)	 sowie	 S.	 chlorohalonata	 aus	
getrockneten	Kräutern	isoliert	(Biermaier	et	al.,	2015).	
Tabelle	3:	Vorkommen	von	Stachybotrys	auf	Lebens-	und	Genussmitteln	
Jahr	 Land	 Matrix	 Referenz	
1972	 Finnland	 Erbsen	 Korpinen	und	Ylimäki	(1972)	
1994	 Iran	 Gerste	 Nejat	und	Ershad	(1994)	
1997	 Ägypten	 roter	Pfeffer	 Abdel-Hafez	und	El-Said	(1997)	
1998	 n.b.	 Getreide	 Fung	et	al.	(1998)	
1998	 n.b.	 Tabak	 Catania	et	al.	(1998)1	
2000	 USA	 Sojabohnenwurzeln	 Li	und	Hartman	(2000)	
2006	 Ägypten	 Heilkräuter	 Abdel-Hafez	SII	und	Naggar	(2006)2	










Aufgrund	 von	 Wasserschäden	 kann	 es	 in	 Innenräumen	 zu	 einem	 Wachstum	 von	
Mikromyzeten	kommen	(Nielsen,	2002).		
Wie	 Tabelle	 4	 zu	 entnehmen	 ist,	 wurden	 Stachybotrys	 spp.	 auf	 verschiedenen	 Arten	 von	
feuchtigkeitsgeschädigten	 Materialien	 (Holzleisten,	 Möbel,	 Teppiche,	 Tapeten,	
Gipskartonplatten,	u.a.)		aus	Innenräumen	(Andersson	et	al.,	1997;	Gareis,	1995;	Gottschalk	
et	 al.,	 2006;	 Jarvis	 et	 al.,	 1996;	 Van	 Reenen-Hoekstra	 et	 al.,	 1991)	 oder	 aus	 Büchern	 und	
Abfallpapier	 isoliert	 (Nikulin	 et	 al.,	 1994).	 Zudem	 konnten	 Stachybotrys-Sporen	 auch	 in	
Staubproben	(Bloom	et	al.,	2009;	Hunter	et	al.,	1988)	und	Luftproben	aus	Innenräumen	mit	



















Jahr	 Land	 Matrix	 Referenz	































n.b.*	 Deutschland	 kompostierbare	Blumentöpfe	 Dill	et	al.	(1997)	



































































































keine	 lebenswichtige	 Funktion	 im	 Organismus	 übernehmen.	 Oftmals	 werden	 sie	 in	 der	
Literatur	 auch	 "Abfall-	 oder	Detoxifikationsprodukte"	 genannt	und	wiegen	 selten	mehr	 als	
3000	 Da	 (Williams	 et	 al.,	 1989).	 Zu	 diesen	Metaboliten	 zählen	 auch	 von	 Pilzen	 gebildete	
Mykotoxine	(Jarvis	et	al.,	1995).		
Metabolite	wie	Mykotoxine	erfüllen	jedoch	eine	ökologische	Funktion.	Sie	werden	von	dem	
bildenden	 Organismus	 unter	 anderem	 gegen	 Konkurrenten	 eingesetzt,	 die	 sich	 im	 selben	
Habitat	befinden,	um	sich	einen	Vorteil	im	Kampf	um	Nährstoffe	zu	verschaffen	(Gareis	und	
Gottschalk,	2014).	
Andere	 Metabolite	 besitzen	 z.B.	 antibiotische	 Eigenschaften	 gegen	 Pilze	 oder	 Bakterien	
(Fleming,	 1929;	 Xu	 et	 al.,	 1992).	 Zudem	wurde	 die	Wirksamkeit	 von	 einigen	Metaboliten	
gegen	Insekten	und	Würmer	nachgewiesen	(Vesper,	2002).		
Eine	 Übersicht	 zu	 den	 von	 Stachybotrys	 spp.	 gebildeten	Metaboliten	 wie	 Trichothecenen	
(2.1.4.1),	Atranonen	 (2.1.4.2)	und	Phenylspirodrimanen	 (2.1.4.3)	 liefert	 Tabelle	6.	Von	den	
derzeit	 78	 beschriebenen	 Stachybotrys	 spp.	 wurden	 13	 näher	 auf	 die	 Produktion	 von	
Trichothecenen	 und	 Atranonen	 untersucht.	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S	 und	 Chemotyp	 A,		
S.	 chlorohalonata	 und	 S.	 dichroa	 erwiesen	 sich	 einheitlich	 als	 Produzenten	 von	 einfachen	
Trichothecenen	(Andersen	et	al.,	2003).	Hinsichtlich	des	Bildungsvermögens	von	S.	albipes,		






















S.	albipes	 Ja1/Nein2	 Ja1/Nein2	 Nein2	
S.	chartarum*	(Chemotyp	A)	 Nein3	 Ja3	 Ja3	
S.	chartarum*	(Chemotyp	S)	 Ja3	 Ja3	 Nein3	
S.	chlorohalonata	 Nein3	 Ja3	 Ja3	
S.	cylindrospora	 Nein2	 Nein2	 Nein2	
S.	dichroa	 Ja2	 Ja2	 Nein2	
S.	elegans	(bisbyi**)	 Nein2	 Nein2	 Nein2	
S.	kampalensis	 Ja1/Nein4	 Ja1/Nein4	 n.b.	
S.	microspora	 Ja4/Nein2	 Nein2+/-1	 Ja2	
S.	nephrospora	 Nein2	 +/-2	 Nein2	
S.	nilagirica	 Nein2	 Nein2	 Nein2	
S.	oenanthes	 Nein2	 +/-2	 Nein2	
S.	parvispora	 Nein2	 Nein2	 Nein2	
S.	theobromae	 Nein2	 Nein2	 Nein2	
*Bildung	 Phenylspirodrimanen	 für	 S.	 chartarum	 beschrieben	 (Jarvis	 et	 al.,	 1995)	 1	 el-Maghraby	 et	 al.	 (1991)		
**	Synonym	zu	S.	elegans		 	 	 	 	 	 									2		Andersen	et	al.	(2002)	
Ja:		 gebildet	 	 	 	 	 	 	 	 									3	Andersen	et	al.	(2003)	
Nein:		 nicht	gebildet						 	 	 	 	 	 	 		4	El-Kady	und	Moubasher	(1982)	






	 	 	 	 	 	 	 										
	 	 	 	 	 	 	











wirken	 können	 (Bennett	 und	 Klich,	 2003;	 Otokawa,	 1983).	 Sie	 gehören	 zur	 Gruppe	 der	









auch	 S.	 chlorohalonata	 und	Myrothecium	 spp.	 Typ	 A	 Trichothecene	wie	 z.B.	 Trichodermol	
bzw.	Trichoverroide	bilden	können	(Jarvis	et	al.,	1996;	Andersen	et	al.,	2002;	Nielsen	et	al.,	
1998a).	Die	Typ	C	Trichothecene	besitzen	zusätzliche	Epoxygruppen	und	können	als	einfache	
oder	 makrozyklische	 Trichothecene	 vorliegen,	 die	 hauptsächlich	 von	 den	 Gattungen	
Cephalosporium	und	Trichothecium	gebildet	werden	(Cole	et	al.,	2003).	Typ	D	Trichothecene,	
makrozyklische	 Trichothecene,	 sind	 durch	 einen	 unterschiedlich	 aufgebauten	Makrozyklus	
zwischen	Kohlenstoffatom	C-4	und	C-15	gekennzeichnet	(Ueno,	1983).	































































































LD50:		 Median	Lethal	Dosis	50	 	 i.v.:	 intravenös	 	 p.o.:		 per	os		
IC50	:	 Inhibitory	Concentration	50		 i.p.:		 intraperitoneal		 	 s.c.:		 subcutan	 	
SK:		 Swine	Kidney	




auch	 proinflammatorisch,	 indem	 sie	 die	 Produktion	 von	 reaktiven	 Sauerstoffradikalen	 und	






Atranone	 bestehen	 aus	 einem	 Dolabellan-Diterpen-Ringsystem	 sowie	 einem		
Enol-Lacton-System.	Atranone	A	 -	K	 sind	 in	der	Literatur	beschrieben	 (Hinkley	et	al.,	1999;	
Hinkley	et	al.,	2000;	Hinkley	et	al.,	2003).	Atranone	wie	z.B.	Atranon	B	(Abbildung	6)	werden	
ausschließlich	 von	 Stachybotrys	 spp.	 gebildet,	 die	 keine	 makrozyklischen	 Trichothecene	
produzieren	(Tabelle	6)	(Andersen	et	al.,	2003;	Hinkley	et	al.,	1999;	Rand	et	al.,	2006).		
Mäuse,	denen	hohe	Konzentrationen	von	Atranon	A	und	C	intratracheal	verabreicht	wurden,	
reagierten	 mit	 unterschiedlich	 starkem	 Anstieg	 von	 Entzündungsmediatoren	 und	
Makrophagen	(Rand	et	al.,	2006).	Damit	kann	von	einer	proinflammatorischen	Wirkung	auf	






Es	 sind	24	 verschiedene	Phenylspirodrimane	bekannt,	 die	 von	 verschiedenen	Stachybotrys	
spp.	gebildet	werden	können	(Jarvis	et	al.,	1995;	Li	et	al.,	2014).		
Sie	 werden	 über	 zwei	 Synthesewege	 produziert,	 den	 Terpensyntheseweg	 und	 den	
Polyketidsyntheseweg	 (Nielsen,	 2003).	 Phenylspirodrimane,	 wie	 das	 Stachybotryamid	
(Abbildung	 7),	 gelten	 als	 immunsupprimierend,	 da	 sie	 das	 Komplementsystem	 hemmen,	
proteolytische	Enzyme	 inhibieren	und	die	Ausschüttung	von	TNF-α	vermindern	 (Hinkley	et	
al.,	 1999).	 Sie	 stimulieren	 die	 Produktion	 von	 Plasminogen,	 regen	 die	 Fibrinolyse	 und	 die	
Thrombolyse	an	und	wirken	geringgradig	zytotoxisch	und	neurotoxisch	(Nielsen,	2003).		
	30	
Im	 Vergleich	 zu	 makrozyklischen	 Trichothecenen	 ist	 die	 Zytotoxizität	 von	
Phenylspirodrimanen	deutlich	geringer	(Jarvis	et	al.,	1995).	
	




Während	 der	 Invasion	 der	 Mongolen	 in	 Russland	 im	 13.	 Jahrhundert	 kam	 es	 vermutlich	
aufgrund	 von	mit	 S.	 alternans	 kontaminiertem	 Stroh	 zu	massiven	 Todesfällen	 bei	 Pferden	
(Dankó,	1975;	Forgacs,	1972).	
Im	 Jahr	 1930	 erkrankten	 Pferde	 in	 der	 Ukrainischen	 Sozialistischen	 Sowjetrepublik	 an	
verschimmeltem	 Stroh.	 Zu	 dieser	 der	 Zeit	 war	 die	 Krankheit	 unter	 dem	 Namen		
„NZ“	(neizvestnoe	zabolevanie	-	unbekannte	Erkrankung)	oder	„MZ“	(massovoe	zabolevanie	
-	 Massenerkrankung)	 bekannt	 (Forgacs,	 1972).	 In	 Ungarn	 wurde	 die	 Erkrankung	 als	
Pyoseptikämie	beschrieben	(Dankó,	1975).	
Um	die	Todesfälle	in	der	Ukrainischen	Sozialistischen	Sowjetrepublik	zu	stoppen,	arbeiteten	













Der	 Begriff	 "Stachybotryotoxikose"	 als	 Krankheitsbild	 wird	 erstmals	 in	 einem	 von	 der	
sowjetischen	 Armee	 erbeuteten	 Wehrblatt	 erwähnt.	 In	 diesem	 wird	 eine	 Haltungs-
/Ernährungsempfehlung	 beschrieben,	 die	 dazu	 dienen	 sollte,	 die	 Gesundheit	 der	
Militärpferde	 hoch	 zu	 halten.	 Eine	 deutsche	 Übersetzung	 des	 russischen	 Wehrblatts	 zur	
Information	 bezüglich	 der	 Massenerkrankung	 („MZ“)	 wurde	 in	 der	 Zeitschrift	 für	
Veterinärkunde	(54.	Jahrgang,	Nr.	8)	im	Jahr	1942	veröffentlicht	(Kluwe,	2006).	
In	den	Jahren	1951	-	1991	kam	es	 in	Europa	zu	weiteren	belegten	Ausbrüchen	bei	Pferden	
und	anderen	Farmtieren	 (siehe	Tabelle	2)	 (Launer	et	al.,	1987;	Shulyumov	et	al.,	1960,	 zit.	
nach	Forgacs,	1972).	
Bei	 Pferden	 werden	 drei	 klinisch	 unterschiedliche	 Formen	 der	 Stachybotryotoxikose,	 die	
typische	 Form,	 die	 atypische	 Form	 und	 die	 Schockform	 unterschieden.	 Welche	 Form	 zur	
Ausprägung	kommt	ist	abhängig	von	der	Menge	an	aufgenommenen	Toxinen	und	der	Dauer	
der	Exposition	(Forgacs,	1972).		
Die	 typische	 Form	 wird	 bei	 kontinuierlichen	 Aufnahmen	 von	 geringen,	 subletalen	 Dosen	













Lymphknoten	 kommen.	 Die	 Lnn.	 submaxillares	 sind	 oft	 besonders	 stark	 geschwollen	 und	
äußerst	druckempfindlich.	 Je	nach	Menge	des	aufgenommenen	Toxins	dauert	dieses	erste	
Stadium	acht	bis	30	Tage.	Sollte	das	Pferd	weiterhin	geringe,	subletale	Mengen	an	Toxinen	
aufnehmen,	 kommt	 es	 eventuell	 trotzdem	 nach	 ca.	 zwei	Wochen	 zu	 einem	Rückgang	 der	
äußeren	Symptome	(Forgacs,	1972).		
Nach	 weiteren	 fünf	 Tagen	 erreicht	 die	 Erkrankung	 Stadium	 2	mit	 typischen	 systemischen	




zu	 einer	 Hyperthermie	 mit	 bis	 zu	 41,5	 °C.	 Alle	 Schleimhäute	 im	 Maulbereich	 sind	 durch	
frische	Nekrosen	gekennzeichnet	und	das	Pferd	wird	zunehmend	apathisch.	Der	Puls	 ist	 in	
dieser	Phase	der	Intoxikation	bereits	sehr	schwach	(Forgacs,	1972).		






atypische	 Form	 erst	 nach	 der	 Aufnahme	 von	 ca.	 225	 g	 stark	mit	 S.	 atra	 belastetem	 Stroh	
über	eine	Aufnahmeperiode	von	zehn	Tagen	auftrat.		
Symptomatisch	stehen	nervöse	Störungen,	verminderte	Reflexe,	Hyperästhesie	und	Verlust	
des	 Visus	 im	 Vordergrund.	 Aufgrund	 der	 verminderten	 Reflexe	 können	 diese	 Pferde	 nur	
unter	 massiver	 Anstrengung	 schlucken.	 Zu	 Beginn	 der	 Intoxikation	 kommt	 es	 zu	 einer	
Tachykardie,	die	sich	im	weiteren	Verlauf	zu	einer	Bradykardie	entwickelt.	Der	Tod	tritt	meist	
durch	Aussetzen	der	Atmung	ein	(Forgacs,	1972).	
Die	 stärkste	 Form	 der	 Intoxikation	 ist	 die	 Schockform.	 Sie	 verläuft	 sehr	 rasant	 und	 endet	
innerhalb	 von	 zehn	 bis	 zwölf	 Stunden	 immer	 tödlich.	 Die	 Form	 tritt	 auf,	 wenn	 Pferde	 in	
einem	 sehr	 kurzen	 Zeitraum	 permanent	 sehr	 hohe	 Konzentrationen	 an	 makrozyklischen	






(1960)	 diagnostizierte	 zwei	 Fälle	 von	 Stachybotryotoxikose	 bei	 einem	 Bison	 und	 einem	
Nilpferd,	die	 in	einem	Zoo	gehalten	wurden.	Die	klinischen	und	pathologischen	Symptome	












Trichothecenen	 sowie	 die	 Inhalation	 (vgl.	 2.1.3.3)	 von	Metaboliten	 von	 Stachybotrys	 spp.	
dar,	 auch	 wenn	 eine	 orale	 Exposition	 nicht	 ausgeschlossen	 werden	 kann	 (Jarvis,	 2003).	
Gefährdet	 sind	 auch	 Personen,	 die	 berufsbedingt	 mit	 Stachybotrys-verschimmelten	
Materialien	 (z.B.	 Stroh)	 in	 Berührung	 kommen	 (Hintikka,	 1977).	Drobotko	 et	 al.	 (1946,	 zit.	
nach	 Forgacs,	 1972)	 wiesen	 mittels	 Humanexperimenten	 mit	 hoch	 kontaminiertem	 Stroh	
nach,	 dass	 eine	 Intoxikation	 auch	 infolge	 eines	 direkten	 Hautkontakts	 mit	 den	 von	
Stachybotrys	gebildeten	Toxinen	entstehen	kann.	
In	 Tabelle	 8	 sind	 mögliche	 Symptome	 aufgelistet,	 die	 nach	 einer	 Exposition	 gegenüber	
Sekundärmetaboliten	 von	 Stachybotrys	 auftreten	 können.	 Die	 Angaben	 basieren	 auf	 einer	






















S.	 atra	 ausgesetzt	 war	 und	 eine	 Trichothecenvergiftung	 entwickelte,	 die	 der	






Seitdem	 wurden	 Stachybotrys	 spp.	 immer	 wieder	 mit	 Fällen	 in	 Verbindung	 gebracht,	 in	
denen	Menschen	an	 respiratorischen	oder	neurologischen	Symptomen	 litten	 (Dearborn	et	
al.,	2002;	Dearborn	et	al.,	1999;	Johanning	et	al.,	1996;	Koskinen	et	al.,	1995;	Scheel	et	al.,	
2001).	
In	 den	 1990er	 Jahren	 trat	 bei	 Neugeborenen	 in	 den	 USA	 eine	 ungewöhnliche	
Krankheitserscheinung	 auf.	 In	 Cleveland,	 Ohio	 starben	 im	 Zeitraum	 zwischen	 Januar	 1993	
und	Dezember	1994	zehn	Kinder	an	pulmonaler	Hämosiderose	 (Etzel	et	al.,	1998).	Andere	
Literaturstellen	berichten	 von	 zwölf	 toten	und	 insgesamt	37	erkrankten	Neugeborenen	 im	
Zeitraum	von	1993	bis	1998	(Dearborn	et	al.,	1999).	Alle	Kinder	lebten	in	Räumen,	die	nach	
Wasserschäden	mit	S.	chartarum	befallen	waren	(Etzel	et	al.,	1996).		
Aufgrund	 von	 epidemiologischen	 Untersuchungen	 und	 dem	 massiven	 Auftreten	 von		
S.	 chartarum	 in	 den	 erwähnten	 Häusern	 wurde	 vermutet,	 dass	 dieser	 Schwärzepilz	 der	
Auslöser	der	Erkrankungen	war	(Etzel	et	al.,	1998).	Ähnliche	Symptome	wurden	bei	einem	40	
Tage	 alten	 Neugeborenen	 in	 Florida	 (USA)	 beschrieben,	 das	 starkem	 Schimmelbefall	 der	
Wohnräume	und	Tabakrauch	ausgesetzt	war	(Novotny	und	Dixit,	2000;	Tripi	et	al.,	2000).			
Inzwischen	geht	man	davon	aus,	dass	nicht	allein	die	makrozyklischen	Trichothecene	dafür	
verantwortlich	 waren,	 sondern	 auch	 andere	 Metabolite	 von	 Stachybotrys	 spp.,	 wie	
Hämolysine	(Stachylysin)	oder	Proteasen	(Vesper	et	al.,	2000a;	Vesper,	2002;	Vesper	et	al.,	
2001).		
In	 verschiedenen	 Untersuchungen	 von	 Proben	 aus	 schimmelbefallenen	 Innenräumen,	 z.B.	
Tapeten,	 Gipskartonplatten	 und	 Luftproben	 (siehe	 auch	 Tabelle	 4),	 wurde	 gezeigt,	 dass	
makrozyklische	Trichothecene	in	diesen	Proben	in	z.T.	hohen	Mengen	vorkommen	(Bloom	et	
al.,	2007;	Gottschalk	et	al.,	2006,	2008;	Lanier	et	al.,	2012;	Nielsen	et	al.,	1998a;	Tuomi	et	al.,	






Eine	 inhalative	 Exposition	 ist	 dabei	 möglicherweise	 durch	 die	 Bildung	 von	 toxinhaltigen		
Guttationströpfchen	 und	 einer	 damit	 verbundenen	 aktiven	 Abgabe	 makrozyklischer	
Trichothecene	 in	 die	 Umwelt	 erklärbar	 (Gareis	 und	 Gottschalk,	 2014).	 Zudem	 ist	 eine	
mögliche	Intoxikation	aufgrund	der	Inhalation	von	Stachybotrys	Sporen	nachgewiesen	(Leino	
et	 al.,	 2003;	 Samsonov	 und	 Samsonov,	 1960).	 Brasel	 et	 al.	 (2005)	 konnten	 zeigen,	 dass	
makrozyklische	Trichothecene	auch	an	Partikel	 gebunden	vorkommen,	die	deutlich	 kleiner	
sind	als	Sporen,	und	damit	in	Raumluft	übergehen	können.	
Ein	 Symptomkomplex,	mit	 dem	Metabolite	 von	 Stachybotrys	 spp.	 in	 Verbindung	 gebracht	
werden,	 ist	 das	 „Sick-Building	 Syndrome“	 (SBS)	 (Dearborn	 et	 al.,	 1999;	 Johanning	 et	 al.,	
1999;	 Scheel	 et	 al.,	 2001).	 Das	 SBS	 ist	 durch	 vielfältige	 Symptome	 wie	
Schleimhautirritationen,	 Hautveränderungen,	 Asthma-ähnliche	 Beschwerden,	
gastrointestinale	Symptome,	Gelenkbeschwerden,	urogenitale	Beschwerden,	neurologische	
Beschwerden,	 Verhaltensstörungen	 und	 chronische	 Müdigkeit	 (vgl.	 Tabelle	 8)	
gekennzeichnet	 (Aditama	und	Andarini,	 2002;	 Johanning	und	 Landsbergis,	 1999;	 Lorenz	 et	
al.,	2013;	Redlich	et	al.,	1997;	Sabir	et	al.,	1999).	




dass	 das	 SBS	 durch	 psychischen	 und	 physischen	 Stress	 (Ooi	 und	 Goh,	 1997),	 chemische	
Noxen	wie	Mykotoxine	 (Trout	 et	 al.,	 2001),	 Pharmaka	oder	 „volatile	 organic	 components“	
(VOC´s)	 (Engelhart	 et	 al.,	 1999)	 und	 Bioaerosole	 (MVOC´s)	 sowie	 bakterielle	 Endotoxine	
ausgelöst	werden	kann	(Kuhn	und	Ghannoum,	2003;	Li	et	al.,	1997;	Trout	et	al.,	2001).	
Dabei	 spielen	 nicht	 nur	 die	 beschriebenen	 zytotoxischen	 Wirkungen,	 sondern	 auch	
proinflammatorische	 Wirkungen	 eine	 wichtige	 Rolle.	 In	 Tabelle	 9	 sind	 entsprechende	































































































2.3 Methoden	 zur	 Charakterisierung	 und	 zum	 Nachweis	 von	 Toxinen	 von	
Stachybotrys	spp.		
2.3.1 Phänotypisierung	
Stachybotrys	 spp.	 können	 auf	 verschiedenen	 Nährmedien,	 z.B.	 Malzextraktagar	 (MEA),	
Potato	 Dextrose	 Agar	 (PDA)	 oder	 Corn	 Meal	 Agar	 (CMA)	 angezüchtet	 werden	 (Samson,	
2010).	 Bei	 diesen	Nährmedien	handelt	 es	 sich	um	Vollnährmedien,	die	häufig	 zur	Anzucht	
von	 Hefen	 und	 Schimmelpilzen	 aus	 Lebensmitteln	 und	 Futtermitteln	 eingesetzt	 werden	
(Samson,	2010).	
Langsam	wachsende	Pilze	wie	Stachybotrys	 spp.	werden	häufig	 von	 schneller	wachsenden	
Gattungen	 überwachsen	 (Hintikka,	 1977).	 Deshalb	 wird	 zur	 Isolierung	 dieser	






In	 der	 Regel	 ist	 nach	 sieben	 Tagen	 genügend	 Pilzmaterial	 auf	 einem	 Malzextraktagar	
gewachsen,	 damit	 ein	 Mikroskop-Präparat	 zur	 Identifikation	 angefertigt	 werden	 kann	
(Gareis,	2014).		
Stachybotrys	 spp.	 besitzen	 gerade	 aufgerichtete	 Konidiophoren	 mit	 ein	 bis	 zwei	
Verzweigungen.	Oft	sind	die	Phialiden	glatt	und	werden	zur	Spitze	hin	dunkler.	In	Tabelle	10	
sind	 die	 verschiedenen	 Formen	 und	 Oberflächenbeschaffenheiten	 der	 Phialiden	 und	
Konidien	für	acht	ausgewählte	Stachybotrys	spp.	aufgeführt.	Aus	der	Tabelle	wird	ersichtlich,	
dass	die	meisten	Stachybotrys	 spp.	Konidien	mit	 einer	 rauen	Oberfläche	bilden	und	deren	
Form	stark	variiert	(Andersen	et	al.,	2003;	Pinruan	et	al.,	2004;	Wang	et	al.,	2015).		
Die	 Phialiden	 variieren	 ebenfalls	 stark	 in	 ihrer	 Form	 und	 können	 subclavat,	 obovoid,	
zylindrisch	bis	ellipsoid	sein	(Andersen	et	al.,	2003;	Jong	und	Davis,	1976).	












Memnoniella	 echinata	 bildet	 eine	 Ausnahme	 mit	 kettenförmigen,	 runden	 Konidien	
(Abbildung	3)	(Jong	und	Davis,	1976).		
Die	 von	 Corda	 (1837)	 beschriebenen	 zwei	 Zellkerne	 in	 den	 Konidien	 (siehe	 Abbildung	 9)	
wurden	 von	 Bisby	 (1943)	 als	 zwei	 Tropfen	 beschrieben.	 Beobachtungen	 legen	 nahe,	 dass	
junge	 Konidien	 von	 S.	 chartarum	 zwei	 tropfenartige	 Gebilde	 aufweisen	 und	 diese	 mit	
zunehmendem	 Alter	 verschwinden	 (Wang	 et	 al.,	 2015).	 Die	 Konidien	 aller	 anerkannten	
Stachybotrys	spp.	werden	mit	nur	einem	Zellkern	beschrieben	(Jong	und	Davis,	1976;	Wang	
et	al.,	2015).		
Wie	 die	 Komplexität	 und	 die	 unterschiedlichen	 Angaben	 der	 morphologischen	





























n.b.	 n.b.	 rau	 Pinruan	et	al.	(2004)*	
S.	chlorohalonata	





subclavat	 zylindrisch	 rau	 Jong	und	Davis	(1976)	
n.b.	 zylindrisch	 rau	 Wang	et	al.	(2015)	
n.b.	 zylindrisch	 rau	 Pinruan	et	al.	(2004)*	
S.	dichroa	
subclavat	 ovoid	 rau	 Jong	und	Davis	(1976)	





obovoid	 reniform	 rau	 Andersen	et	al.	(2003)	
n.b.	 n.b.	 glatt	 Wang	et	al.	(2015)*	
n.b.	 reniform	 glatt	 Pinruan	et	al.	(2004)*	
S.	parvispora	
ellipsoid	 ellipsoid	 rau	 Andersen	et	al.	(2003)	
n.b.	 oval	 n.b.	 Wang	et	al.	(2015)*	
n.b.	 ellipsoid	 glatt	 Pinruan	et	al.	(2004)*	
S.	theobromae	
zylindrisch	 fusiform	 rau	 Andersen	et	al.	(2003)	
n.b.	 ellipsoid	 n.b.	 Pinruan	et	al.	(2004)*	





Sequenzierung	 verschiedener	 Genabschnitte	 durchgeführt.	 Derzeit	 sind	 entsprechende	
Sequenzen	 für	 insgesamt	 22	 Stachybotrys	 spp.	 (Tabelle	 40	 im	 Anhang)	 in	 der	 NCBI-	
Datenbank	 erfasst	 (NCBI,	 2014).	 Um	 Stachybotrys	 spp.	 zu	 identifizieren,	 wurden	 die	 in	
Tabelle	11	zusammengefassten	Primer	und	Genabschnitte	beschrieben	und	eingesetzt.		
Tabelle	11:	Übersicht	über	Primer	für	die	PCR	von	Stachybotrys	spp.	



































































Tef-1	 n.b.	 translation	elongation	factor	1	alpha	 Jie	et	al.	(2012)	
Rpb-2	 n.b.	 RNA	polymerase	II	subunit	b	 Jie	et	al.	(2012)	
n.b.:		 nicht	beschrieben	 (r)RNA:	(ribosomal)	ribonucleic	acid	 	ITS:	internal	transcribed	spacer	





(ITS)	 -Region	 sequenziert	 (Hibbett	 und	 Taylor,	 2013),	 da	 alle	 Schimmelpilze	 diesen	




Der	 hoch	 zytotoxische	 S.	 chartarum	 und	 der	 weniger	 toxische	 S.	 chlorohalonata	
unterscheiden	 sich	 im	 ITS-Genabschnitt	 in	 nur	 einem	Basenaustausch	 (ITS	 (Position	 58):	G	
bzw.	 A	 /	 C	 bzw.	 T)	 (Haugland	 und	 Heckman,	 1998).	 Die	 Chemotypen	 A	 und	 S	 von		
S.	chartarum	(2.1.4)	sind	mittels	der	ITS	Sequenz-1/4	nicht	zu	unterscheiden	(Andersen	et	al.,	
2003).		




des	 Zytoskeletts	 in	 eukaryotischen	 Zellen	 (Löffler,	 2007).	 In	 diesem	 Genabschnitt	
unterscheiden	 sich	 S.	 chlorohalonata	 und	 S.	 chartarum	 durch	 27	 Basensubstitutionen	
(Andersen	et	al.,	2003).	
Zur	 Differenzierung	 der	 beiden	 Chemotypen	 A	 und	 S	 von	 S.	 chartarum	wird	 das	 tri5-Gen	
verwendet	 (Cruse	et	al.,	2002).	Die	Trichodiensynthase,	die	die	Bildung	von	Trichodien	aus	
Farnesylpyrophosphat	katalysiert	(Abbildung	11),	ist	im	tri5-Genabschnitt	codiert.	In	diesem	
Genabschnitt	 unterscheiden	 sich	 S.	 chartarum	 und	 S.	 chlorohalonata	 in	 insgesamt	 28	









































anhand	 ihres	 Masse-/Ladungsverhältnisses	 (m/z)	 getrennt	 und	 detektiert.	 Dabei	 wird	 ein	
Massenspektrum	 generiert.	 In	 einem	 Massenspektrum	 wird	 auf	 der	 x-Achse	 die	 Masse		
(m/z	=	Massen-/Ladungsverhältnis)	und	auf	der	y-Achse	die	Intensität	detektierter	Ionen	pro	
Zeiteinheit,	z.B.	cps	=	counts	per	second)	angegeben	(McLafferty	und	Turecek,	1995).	
Der	Massenbereich	erstreckt	 sich	 von	<	100	Dalton	 (Da)	bis	 hin	 zu	mehr	 als	 100	 kDa	 (z.B.	
Mykotoxine,	 Pestizide,	 Antibiotika,	 Oligopeptide,	 Glycopeptide	 und	 Proteine).	
Massenspektrometrische	 Verfahren	 können	 einerseits	 für	 die	 Identifikation	 einzelner	
Moleküle	 in	 der	 Spurenanalytik	 und	 deren	 Quantifizierung	 eingesetzt	 werden	 und	




Tanaka	 et	 al.,	 1988).	 Dabei	 handelt	 es	 sich	 um	 eine	 Technologie	 zur	 Massenanalyse	
chemischer	Verbindungen	die	 ein	Matrix-unterstützes	 Laser-	Desorptions-	 und	 Ionisations-
Verfahren	 (MALDI)	 mit	 der	 Flugzeitanalyse	 der	 generierten	 Ionen	 (time	 of	 flight,	 TOF)	
kombiniert	(Schubert	und	Wieser,	2011).		
Der	 Einsatzbereich	 der	 MALDI-TOF	 MS	 beschränkt	 sich	 mittlerweile	 nicht	 nur	 auf	 die	
Identifikation	 von	 Mikroorganismen,	 sondern	 dient	 auch	 der	 Authentizitätsprüfung	 von	
Lebensmitteln	anhand	von	Biomarkern	(Wang	et	al.,	2009).	Zudem	wird	die	MALDI-TOF	MS	









Dafür	 wurden	 Datenbanken	 und	 Softwaresysteme	mit	 Referenzspektren	 zur	 Identifikation	
von	Mikroorganismen	 oder	 Biomarkern	mittels	MALDI-TOF	MS	 erstellt	 (Ackermann	 et	 al.,	
2006;	 Clarka	 et	 al.,	 2013;	 Fenselau	 und	 Demirev,	 2001;	 Lay,	 2001),	 die	 unter	 den	
Markennamen	Biotyper	OC	(Bruker	Daltoniks,	Bremen)	und	Saramis	(Biomerieux,	Nürtingen)	
zur	Mikroorganismen-Identifizierung	 im	 klinischen	 Bereich	 vertrieben	werden.	 Der	 Ansatz,	
mittels	 intakter	 Zellen	 eine	 Datenbank	 zu	 erstellen,	 konnte	 sich	 aufgrund	 von	 qualitativ	
minderwertigen	Spektren	und/oder	der	erhöhten	Biogefahr	nicht	durchsetzen	(Clarka	et	al.,	
2013).		
Bei	 der	 MALDI-TOF	 MS	 erfolgt	 die	 Ionisation	 ganzer	 Peptide	 und	 Proteine	 mittels	
Laserenergie	 („soft	 laser	 desorption“).	 Dadurch	 ist	 es	 möglich,	 Proteine	 oder	 Peptide	 zu	





Laserstrahl	erzeugte	Ladung	 in	Form	eines	Protons	auf	die	Probe	 (Abbildung	12)	 (Schubert	
und	Wieser,	2011).	
	
Abbildung	 12:	 Schematische	 Darstellung	 des	 Ionisationsvorganges	 nach		




Je	 nach	 Probenmaterial	 werden	 verschiedene	 Matrices	 benötigt,	 um	 die	 Energie	 zu	
übertragen	und	ein	optimales	Messergebnis	zu	erhalten	(Clarka	et	al.,	2013).	
In	 der	 Routinediagnostik	 von	 Bakterien	 wird	 am	 häufigsten	 α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure	
(CHCA)	 als	Matrix	 eingesetzt,	 da	 sie	 sich	 in	 der	 Ladungsübertragung	 als	 am	 effizientesten	
erwiesen	 hat.	 Es	 werden	 auch	 Derivate	 dieser	 Substanz	 verwendet,	 um	 speziellen	
Anforderungen	gerecht	zu	werden	(Jaskolla	et	al.,	2008).		
Die	 Sinapinsäure	 (SA)	 wird	 oft	 bei	 aufgereinigten	 Proteinen	 eingesetzt.	 Sie	 reduziert	 die	
Entstehung	photochemischer	Addukte	und	 führt	so	zu	einer	besseren	Auflösung	der	Peaks	
(Beavis	und	Chait,	1989).		
2,5-Dihydroxy-Benzoesäure	 (DHB)	 wird	 häufig	 bei	 der	 Messung	 von	 Glykopeptiden	 im	
linearen	 negativen	 Modus,	 bei	 Kohlenhydraten,	 Oligosacchariden	 und	 Proteinen	 oder	
Peptiden	unter	10	kDa	eingesetzt	(Clarka	et	al.,	2013).	
	
Wie	 genau	 die	 Energieübertragung	 erfolgt,	 ist	 noch	 nicht	 geklärt.	 Es	 wird	 davon	
ausgegangen,	 dass	 die	 „Energy	 pooling“-Theorie	 (Abbildung	 13)	 zutrifft	 (Beavis	 und	 Chait,	
1989).	 Dabei	 wird	 das	 Proton,	 das	 von	 einem	 angeregten	Matrixmolekül	 stammt,	 auf	 ein	
zweites	Matrixmolekül	übertragen,	wobei	ein	freies	Elektron,	ein	angeregtes	Matrixmolekül	

























Der	 Laser	 wird	 auf	 einen	 sehr	 kleinen	 Teil	 des	 Matrixspots	 fokussiert.	 Hierbei	 ist	 die	
Laserenergie	auf	die	Desorptionsgrenze	der	Analyten	anzupassen	 (Clarka	et	al.,	2013).	Das	
Analyten-Matrix-Gemisch	 wird	 so	 direkt	 in	 die	 Gasphase	 überführt,	 ohne	 in	 die	 flüssige	
Phase	überzugehen.	Die	geladenen	Analyten	werden	aufgrund	eines	Ladungsgefälles	in	das	
Flugrohr	 beschleunigt	 und	 driften	 dort	 bis	 zum	Detektor.	 Dabei	 treffen	 die	 Ionen	 je	 nach	
ihrer	Masse-/Ladungsverhältnisse	 (m/z)	 nach	unterschiedlichen	 Flugzeiten	 („time	of	 flight“	
(TOF))	auf	dem	Detektor	auf.	Die	Flugzeiten	sind	dabei	 indirekt	proportional	 zu	der	Masse	
der	Moleküle	(Cotter,	1997).		
Die	 Referenzspektren,	 die	 in	 einer	 Datenbank	 hinterlegt	 sind,	 wurden	 je	 nach	
Datenbanksystem	 anhand	 von	 mindestens	 20	 Einzelspektren	 pro	 Analyt	 erstellt,	 die	 zu	
einem	 Referenzspektrum	 (MSP,	 „Main	 spectra	 projection“)	 zusammengefasst	werden.	 Die	
Biotyper-Datenbank	(Bruker	Daltoniks,	Bremen)	arbeitet	mit	MSPs	für	jedes	einzelne	Isolat,	
das	 in	 die	 Datenbank	 eingespeist	 wird.	 Die	 Saramis-Datenbank	 (Biomerieux,	 Nürtingen)	
hingegen	enthält	sogenannte	Superspektren,	die	sich	aus	mehreren	Spektren	von	mehreren	
einzelnen	Isolaten	ergeben	(Clarka	et	al.,	2013).		
Generierte	 Spektren	 können	 mithilfe	 entsprechender	 Software	 mit	 Referenzspektren	
abgeglichen	und	auf	diese	Weise	z.B.	Mikroorganismen	 identifiziert	werden	(Abbildung	14)	
(Clarka	et	al.,	2013).	Massenpeaks,	die	in	ihrer	Position	auf	der	x-Achse	und	mit	der	relativen	










	 	 	markieren	Massen,	die	nicht	die	gleiche	relative	 Intensität	 im	Vergleich	zum	
	 	 	Referenzspektrum	aufweisen	(+/-),	mit	dem	Spektrum	exakt	übereinstimmen	
	 	 	(+)	oder	nicht	übereinstimmen	(-)	.	
Das	 Abgleichen	 der	 Spektren	mit	 den	 Referenzspektren	 erfolgt	mittels	 eines	 Algorithmus,	
der	drei	Charakteristika	der	Probe	gegenüber	denen	der	Referenzspektren	abgleicht.		
Zuerst	 wird	 die	 Zahl	 der	 Massenpeaks	 des	 Referenzspektrums,	 die	 dem	 des	
Probenspektrums	 sehr	 ähnlich	 sind,	 ermittelt.	 Anschließend	 wird	 die	 Zahl	 der	 Peaks	 des	
Probenspektrums,	 die	 dem	 des	 Referenzspektrums	 sehr	 ähnlich	 sind,	 festgestellt.	
Abschließend	 wird	 überprüft,	 wie	 ähnlich	 sich	 die	 Peaks	 sind,	 die	 eine	 hohe	 Intensität	
aufweisen,	 und	 die,	 die	 eine	 niedrige	 Intensität	 aufweisen.	 Die	 drei	 Werte,	 die	 sich	 aus	
diesen	Vergleichen	ergeben,	werden	multipliziert	und	auf	den	Zahlenwert	1000	normalisiert.	
























Um	 Spektren	 ribosomaler	 Proteine	 zu	 erhalten,	 muss	 zuerst	 die	 Zellwand	 aufgeschlossen	
werden.	 Je	 nach	 Mikroorganismus	 wurden	 verschiedene	 Protein-Extraktionsprotokolle	
entwickelt.	 Für	nur	wenige	Bakterien	 reicht	die	Matrixlösung	allein	 aus,	 um	die	 Zellwände	
aufzulösen	(Anonymous,	2014;	McTaggart	et	al.,	2011).	
Für	 die	 meisten	 Bakterien	 wird	 dazu	 eine	 „on	 target	 extraction“	 angewandt	 („Extended	
Direct	 Transfer“)	 (Anonymous,	 2014).	 Dabei	 wird	 eine	 kleine	 Kolonie	 direkt	 vom	
Nährmedium	 auf	 einen	 Probenträger	 aufgetragen	 und	mit	 Ameisensäure	 (70	 %)	 bedeckt.	
Anschließend	wird	der	Analyt	mit	Matrix	beschichtet	(Anonymous,	2012).		
Für	 die	 Generierung	 von	 hochwertigen	 Spektren	 oder	 bei	 Mikrobiota	 mit	 sehr	 stabilen	
Zellwänden	 wird	 ein	 erweitertes	 Extraktionsprotokoll	 („Formic	 Acid	 Extraction“;	 siehe	
Abbildung	 52	 im	 Anhang)	 empfohlen	 (Anonymous,	 2012).	 Dabei	 wird	 der	 Analyt	 zuerst	
mittels	Reinstwasser	und	reinem	Ethanol	gewaschen.	Danach	folgt	die	Zellwandlyse	mittels	
Ameisensäure	 (70	 %).	 Anschließend	 werden	 die	 Proteine	 in	 Acetonitril	 gelöst.	 Dieses	
Gemisch	 wird	 auf	 den	 Probenträger	 aufgebracht	 und	 nach	 einer	 kurzen	 Trockenzeit	 mit	
Matrix	beschichtet	(Anonymous,	2014).		
Die	Zellwände	von	Mycota	 bestehen	 in	der	Regel	aus	Glukanen	und	Chitin.	 Selten	 sind	 sie	
auch	aus	Glukanen	und	Zellulose	aufgebaut	 (Carlile	et	al.,	2001).	Somit	 sind	die	Zellen	der	
Mycota	 stabiler	 und	 größer	 als	 Bakterienzellen.	 Aus	 diesem	 Grund	 müssen	 die	
Extraktionsmethoden	für	filamentöse	Schimmelpilze	angepasst	werden	(Clarka	et	al.,	2013).		
Hierzu	 wurde	 eine	 Methode	 entwickelt,	 mit	 der	 die	 meisten	 klinisch	 relevanten,	
filamentösen	 Schimmelpilze	 identifizierbar	 sein	 sollen.	 Diese	 Methode	 wird	 angewandt,	
wenn	alle	anderen	vorher	genannten	Proteinextraktionsmethoden	versagen.	 In	diesem	Fall	









Da	 bei	 der	 Identifikation	 von	 filamentösen	 Pilzen	 immer	 wieder	 Probleme	 auftreten	 (Del	
Chierico	 et	 al.,	 2012;	 Normand	 et	 al.,	 2013),	 wurden	 inzwischen	 mehrere	 Methoden	 an	
einzelne	 Mycota	 angepasst.	 Hauptsächlich	 wurden	 Methoden	 für	 Aspergillus	 spp.,		
Fusarium	 spp.	 und	Penicillium	 spp.	 entwickelt.	 Tabelle	 12	 stellt	 eine	Übersicht	 über	 einige	
Publikationen	 dar,	 die	 Proteinextraktionsprotokolle	 für	 einzelne	 Mycota	 enthalten.	 In	


























































































sich	 bislang	 aufgrund	 des	 erhöhten	 Aufwandes	 nicht	 durchsetzen	 können	 (Anonymous,	
2014).	 In	 der	 Regel	 wurde	 versucht,	 direkt	 von	 Festnährmedien	 zu	 identifizieren.	 Die	
Problematik	 der	 Generierung	 von	 qualitativ	 hochwertigen	 und	 reproduzierbaren	 Spektren	
liegt	 in	 der	 oft	 heterogenen	 Art	 der	 filamentösen	 Schimmelpilze,	 die	 sich	 schon	 allein	 im	
Alter	des	Myzels	äußern	kann	(De	Carolis	et	al.,	2012;	Del	Chierico	et	al.,	2012).		
Daher	wird	möglichst	 junges	Myzel	 zur	 Identifikation	 herangezogen,	 vor	 allem	 Randmyzel	
(Alanio	et	al.,	2011;	De	Carolis	et	al.,	2012;	De	Respinis	et	al.,	2009;	Marinach-Patrice	et	al.,	
2009;	 Normand	 et	 al.,	 2013).	 Außerdem	 müssen	 die	 Anzuchtbedingungen	 im	 Vorfeld	
standardisiert	sein	(Del	Chierico	et	al.,	2012).		
Die	 ersten	 Proteinextraktionsmethoden	 nutzten	 lediglich	 das	 Matrixgemisch	 als	
Extraktionsmittel	und	arbeiteten	nur	mit	Sporen	oder	einem	Gemisch	aus	Sporen	und	Myzel	
(Erhard	et	al.,	2008;	Kemptner	et	al.,	2009;	Schmidt	und	Kallow,	2005;	Seyfarth	et	al.,	2008).		
Verschiedene	 Arbeiten	 zeigten,	 dass	 das	Waschen	 und	 anschließende	 Extrahieren	 mittels	
Ameisensäure	 (70	 %)	 Spektren	 mit	 einer	 besseren	 Auflösung,	 einem	 besseren	 Signal-
/Rauschverhältnis	 (S/N)	 und	 einem	 größeren	 Massenreichtum	 hervorbringt	 (Anonymous,	
2014;	Cassagne	et	al.,	2011;	Del	Chierico	et	al.,	2012;	Horka	et	al.,	2012;	Marinach-Patrice	et	
al.,	2009).		




2015).	 Die	 Messung	 erfolgt	 auch	 bei	 filamentösen	 Schimmelpilzen	 im	 linearen	 positiven	
Modus	 in	einem	Massenbereich	von	2	-	20	kDa	(Anonymous,	2012;	De	Carolis	et	al.,	2012;	
Del	Chierico	et	al.,	2012;	Oliveira	et	al.,	2015).	
Hettick	 et	 al.	 (2008a)	 beschrieben	 bei	 ihren	 Untersuchungen	 mit	 Aspergillus	 niger,	




Bislang	 wurde	 nur	 eine	 Studie	 veröffentlicht,	 in	 der	 erfolgreich	 Proteinprofile	 von	
Stachybotrys	 spp.	 mittels	 MALDI-TOF	 Massenspektrometrie	 generiert	 wurden.	 In	 dieser	
Studie	wurden	die	S.	chartarum	Chemotypen	A	und	S	und	S.	chlorohalonata	sowie	S.	bisby	
anhand	 ihrer	 Konidienproteinprofile	 differenziert.	 Dabei	 wurde	 Material	 von	 einem	
Malzextraktagar	 gewonnen	 und	 gemäß	 der	 "Formic	 acid"	 Extraktionsmethode	 (vgl.	
Abbildung	 52	 im	 Anhang)	 extrahiert.	 Um	 den	 Signalsuppressionseffekt	 des	 in	 den	 Sporen	
enthaltenen	Melanins	zu	umgehen,	wurden	anstatt	einem	Mikroliter	Matrix	zwei	Mikroliter	
aufgetragen	(Gruenwald	et	al.,	2015).	
Aktuell	 umfasst	 die	 Datenbank	 zu	 filamentösen	 Schimmelpilzen	 von	 Bruker	 Daltoniks	 40	
Gattungen	 und	 innerhalb	 dieser	 Gattungen	 sind	 110	 Spezies	 erfasst	 (Fungi	 Library	 1.0	 –	
#700281).	Stachybotrys	ist	bislang	in	dieser	Datenbank	nicht	enthalten.	
2.3.3.2 HPLC	-	Tandemmassenspektrometrie	
Die	 Flüssigkeitschromatographie-Tandemmassenspektrometrie	 (LC-MS/MS)	 ist	 eine	
etablierte	 Methode,	 um	 die	 Konzentration	 von	 niedermolekularen	 Analyten,	 z.B.	 von	
Mykotoxinen,	Tierarzneimitteln	oder	Pflanzenschutzmitteln	 in	einem	Extrakt	nachzuweisen	
(Europäische	Kommission,	2002;	Lottspeich	et	al.,	2012).	
Die	 LC-MS/MS	 wird	 sowohl	 zur	 Untersuchung	 von	 Lebensmitteln	 als	 auch	 Futtermitteln	
eingesetzt	(Sulyok	et	al.,	2010;	Gottschalk	et	al.,	2009;	Xavier	und	Scussel,	2008).	Auch	das	
Vorkommen	 makrozyklischer	 Trichothecene	 in	 Umweltproben	 (z.B.	 Hausstaub	 und	
Luftproben)	wurde	mittels	LC-MS/MS	untersucht	(Bloom	et	al.,	2007;	Gottschalk	et	al.,	2006,	
2008;	Lanier	et	al.,	2012;	Nielsen	et	al.,	1998a;	Tuomi	et	al.,	2000).	
Es	 gibt	 verschiedene	 Verfahren,	 die	 Zielanalyten	 aus	 der	 zu	 untersuchenden	 Matrix	
herauszulösen,	 wobei	 ein	 Extrakt	meistens	mittels	Mischungen	 verschiedener	 organischer	
und	 anorganischer	 Lösungsmittel	 in	 Abhängigkeit	 von	 den	 chemischen	 Eigenschaften	 der	








Die	 Zielanalyten	 werden	 mit	 Hilfe	 einer	 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie	 (HPLC)-
Anlage	 aufgetrennt	 und	 in	 der	 Ionenquelle	 des	 Massenspektrometers	 meist	 unter	 hoher	
Spannung	 (Elektrospray-Ionisation,	 ESI)	 und	 Temperatur	 in	 die	 Gasphase	 überführt	 und	
ionisiert.	 Die	 so	 gewonnenen	Molekülionen	werden	 entlang	 des	 Ionenpfads	 entsprechend	
ihres	Masse-	/	Ladungs-	Verhältnisses	aufgetrennt	(McLafferty	und	Turecek,	1995).	
Ein	Tandem-MS	besteht	aus	drei	Quadrupolen	mit	vier	parallel	verlaufenden	Stabelektroden	
(Abbildung	 15).	 Im	 ersten	Quadrupol	werden	 die	 ionisierten	 Zielmoleküle	 (precursor	 ions)	
anhand	 ihres	 Masse-/Ladungs-Verhältnisses	 selektiert.	 Im	 zweiten	 Quadrupol,	 der	
sogenannten	 Kollisionszelle,	 wird	 das	 selektierte	 Mutterion	 in	 spezifische	 Tochterionen	
(product	 ions)	fragmentiert	(Lottspeich	et	al.,	2012).	Zum	Nachweis	einer	Substanz	werden	
zwei	 spezifische	 Fragmente	 mit	 spezifischen	Massen	 (Quantifier	 und	 Qualifier)	 im	 dritten	
Quadrupol	 selektiert,	 die	 ein	 elektronisch	 messbares	 Signal	 (Peak)	 zu	 einer	
charakteristischen	 Retentionszeit	 hervorrufen	 (Europäische-Kommission,	 2002).	 Die	
ausgewählten	 Fragmentionen	 treten	 immer	 zur	 selben	 Retentionszeit	 auf	 und	 deren	






- 176 amu m/z 227.2m/z 403.2
Quadrupole 1 Quadrupole 2 =Kollisionszelle Quadrupole 3
Qu drupole 1 Quadrupole 2 =Kollisionszelle Quadrupole 3
Combination of MRM and EPI: IDA












Es	 wurden	 45	 Stachybotrys-Isolate	 aus	 der	 Stammsammlung	 des	 Lehrstuhls	 für	



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































FM16/14	 SS01	 Stroh	 -	 -	 -	 -	
FM17/14	 S7	 Stroh	 781,25	 0,51	 S.	chlorohalonata	 n.n.	
FM18/14	 S16St	 Stroh	 3,05	 4185,70	 -	 +	
FM19/14	 S5	 Stroh	 97,66	 2,80	 -	 -	
FM20/14	 S23St	 Stroh	 390,62	 19,70	 -	 -	
FM21/14	 S24St/A	 Stroh	 0,38	 174605,20	 -	 +	
FM22/14	 S24It/B	 Stroh	 3,05	 22562,60	 -	 -	
FM23/14	 S35It	 Stroh	 1,52	 4124,20	 -	 +	
FM24/14	 S44St	 Stroh	 390,62	 2,34	 -	 +	
FM25/14	 S48St	 Stroh	 0,76	 22320,90	 -	 -	
FM26/14	 H42St	 Heu	 781,25	 1,00	 -	 +	
FM27/14	 H47A	 Heu	 3,05	 3525,53	 -	 -	
FM28/14	 H47B	 Heu	 97,66	 4,67	 -	 -	
FM29/14	 H47C	 Heu	 390,62	 0,76	 -	 +	






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Stachybotrys	(S.)	spp.	 Land	 Herkunft	 Bezugsquelle	/	Referenznummer	
Melanopsamma	
pomiformis*1	 England	 Ulmus	sp.	 ATCC/18873	
Memnoniella	
echinata***	 USA	 Innenraum	 ATCC/MYA-584	





(Chemotyp	S)	 USA	 Baumaterial	 IBT**/40293	
S.	chartarum	 Ungarn	 Hafer	 ATCC/34916	
S.	chlorohalonata	 USA	 Baumaterial	 IBT**/40285	
S.	complementi	 Japan	 Boden	 ATCC/20511	
S.	cylindrospora	 Deutschland	 Boden	 ATCC/16276	
S.	dichroa	 England	 Senecio	jacobaea	 ATCC/18913	
S.	kampalensis	 Neuguinea	 Waldboden	 ATCC/22705	
S.	longispora	 Japan	 Tote	Blätter	von	Ilex	latifolia	 ATCC/32451	
S.	oenanthes	 Kanalinseln	 Oenanthe	crocata	 ATCC/22844	
S.	parvispora	 Griechenland	 Boden	 ATCC/18877	





























































































































































































































In	 Abbildung	 16	 ist	 der	 Versuchsaufbau	 schematisch	 dargestellt.	 Nach	 sieben	 Tagen	
Inkubation	 der	 ersten	 Kulturplatte	 aus	 dem	 Stachybotrys-Lyophilisat	 (vgl.	 Kap.	 3.1.1)	 war	









und	 für	 eine	 Stunde	 bei	 Raumtemperatur	 auf	 einem	Horizontalschüttler	 (GFL,	 Burgwedel)	
mit	 einer	 Geschwindigkeit	 von	 250/min	 inkubiert.	 Anschließend	 wurde	 die	
Sporensuspension	auf	MEA	ausgestrichen	und	für	sieben	Tage	bei	+25	°C	inkubiert.		
Von	 diesen	 Platten	 wurde	 Pilzmaterial	 mittels	 einer	 Impflanzette	 entnommen	 und	
punktförmig	an	drei	verschiedenen	Stellen	auf	MEA	aufgebracht	(Dreipunktkultur)	(Samson,	
2010).	 Diese	 Platten	 (Urkulturen)	 wurden	 für	 sieben	 Tage	 bei	 +25	 °C	 im	 Brutschrank	 und	












im	Brutschrank	 für	 sieben	Tage	und	anschließend	bei	Raumtemperatur	 in	einem	mit	Aqua	
bidest.	gefüllten	Exsikkator	für	14	Tage	inkubiert.		
Nach	 insgesamt	 21	 Tagen	wurde	 von	 allen	 Isolaten	 ein	makroskopisches	 Foto	 angefertigt.	





Das	 Pilzmaterial	 für	 die	 mikroskopischen	 Präparate	 wurde	 mittels	 eines	 kristallklaren	
Klebestreifens	 von	 der	 Dreipunktkultur	 abgenommen,	 auf	 einem	 Objektträger	 mit	
Anilinblaufärbelösung	 (Anilinblau	 +	Milchsäure	 (85	 %))	 angefärbt	 und	 bei	 400-	 und	 1000-
facher	Vergrößerung	betrachtet.		
Anhand	 der	 Form	 der	 Konidiophoren,	 Phialiden	 und	 Konidien	 wurde	 eine	 taxonomische	
Zuordnung	vorgenommen	(Samson,	2010).		











Von	 den	 Urkulturen	 (Kap.	 3.2.1)	 wurde	 Pilzmaterial	 mittels	 eines	 sterilen	 Tupfers	 in	 mit		
50	ml	Malzextrakt-Bouillon	befüllte	100	ml	Erlenmeyerkolben	(je	n=3,	A,	B	und	C)	überführt	
und	für	24	h	bei	25	°C	inkubiert.		
Anschließend	 wurden	 die	 Erlenmeyerkolben	 auf	 einem	 Horizontalschüttler	 bei	
Raumtemperatur	für	weitere	24	h	mit	einer	Geschwindigkeit	von	250/min	inkubiert.		
Aus	 diesen	 Flüssigkulturen	 wurde	 200	 mg	 Myzel	 entnommen	 und	 die	 DNA	 mittels	
NucleoSpin	 Plant	 Kit	 nach	 Anweisungen	 des	 Herstellers	 (Macherey	 &	 Nagel,	 Düren)	
extrahiert.	 Um	 einen	 besseren	 Aufschluss	 der	 Zellen	 zu	 erreichen,	 wurden	 zusätzlich	
Glasperlen	(n=10,	Durchmesser:	1,0	mm)	eingesetzt	(Biermaier,	2013).	
3.2.3.1.3 Amplifikation	der	ITS-Region	





























Schritt	 Temperatur	[°C]	 Zeit		 Wiederholungen	





3	 72	 10	min	 1x	














Anhand	 des	 tri5-Genabschnittes	 kann	 zwischen	 S.	 chartarum	 und	 S.	 chlorohalonata	 und	
zwischen	den	Chemotypen	(A	und	S)	von	S.	chartarum	unterschieden	werden.	
Tabelle	20:	Temperaturprogramm	für	die	tri5-PCR	
Schritt	 Temperatur	[°C]	 Zeit	 Wiederholungen	





3	 72	 10	min	 1x	
4	 10	 unbegrenzt	 	
	
3.2.3.2 Sequenzierung	und	Identifizierung	
Die	 PCR-Produkte	 wurden	 mittels	 des	 QIAquick®	 Purification	 Kits	 (Qiagen,	 Venlo)	 nach	
Herstellerangaben	 aufgereinigt	 und	 auf	 eine	 Konzentration	 von	 5	 ng/μl	 eingestellt.	 Die	
Sequenzierung	wurde	von	der	Firma	Eurofins	MWG	Operon	(Ebersberg)	durchgeführt.		
Aufgrund	 der	 Unterschiede	 im	 ITS-Genabschnitt	 (ITS-1/4)	 kann	 zwischen	 einzelnen	
Stachybotrys	spp.	unterschieden	werden	(Andersen	et	al.,	2003).		
Anhand	 des	 tri5-Genabschnittes	 ist	 es	 möglich,	 eindeutig	 zwischen	 dem	 hoch	 toxischen		






Um	 die	 Referenzstämme	 auf	 ihre	 Identität	 zu	 überprüfen,	 wurden	 die	
Sequenzierungsergebnisse	 der	 ITS-	 und	 der	 tri5-Region	 mit	 der	 Datenbank	 des	 National	
Center	 for	 Biotechnology	 Information	 (NCBI)	 und	 der	 MycoBank-Datenbank	 abgeglichen	
(Crous	et	al.,	2004;	NCBI,	2014).	Die	Sequenzierungsergebnisse	der	45	Stachybotrys-Isolate	
wurden	mit	den	Sequenzierungsergebnissen	der	Referenzstämme	verglichen.		
Die	 Auswertung	 der	 molekularbiologischen	 Ergebnisse	 erfolgte	 mittels	 der	 Software	
Bionumerics	(Gent)	und	Online-Datenbanken	(NCBI	und	MycoBank)	(Crous	et	al.,	2004;	NCBI,	
2014).	 Es	 wurden	 nur	 eindeutige	 Basensequenzen	 ab	 einem	 Software-ermittelten	
Signalqualitätswert	von	≥30	in	Betracht	gezogen	(Qualitätskriterium	Eurofins	MWG	Operon,	
Ebersberg).		



















Die	 Messungen	 wurden	 an	 einem	 Microflex	 LT	 (Bruker	 Daltoniks,	 Bremen)	 MALDI-TOF	
Massenspektrometer	mit	einem	MSP	96	polished	steel	BC	Target	durchgeführt.	
3.2.4.2 Proteinextraktion	




Im	 Rahmen	 der	 Vorversuche	 wurde	 Randmyzel	 der	 Referenzstämme	 für	 S.	 chartarum	
Chemotyp	A	und	S	(IBT	40288	und	40293)	und	S.	chlorohalonata	(IBT	40285)	entsprechend	






Die	 Reproduzierbarkeit	 dieser	 Methodik	 wurde	 an	 drei	 unterschiedlichen	 Tagen	 im	
Mehrfachansatz	(3	biologische	Replikate)	getestet.		
Das	Myzel	wurde	aus	der	unter	3.2.3.1.2	beschriebenen	Flüssigkultur	mittels	einer	1000	μl	
Pipette	 entnommen	 und	 mit	 so	 wenig	 Flüssignährmedium	 wie	 möglich	 in	 ein	 1,5	 ml	









Myzel	 ersetzt,	 bis	 hin	 zu	einer	Menge	 von	 ca.	 1000	μl	Myzel-Bouillon-Gemisch.	Nach	dem	
ersten	Waschschritt	mit	Aqua	bidest.	wurde	das	Myzel	mit	10	%-igem	DMSO	gewaschen	und	
in	 Ethanol/Wasser	 (900	 μl/300	 μl)	 bis	 zur	 weiteren	 Verarbeitung	 (max.	 7	 Tage)	 im	
Kühlschrank	bei	+	7	°C	aufbewahrt,	wobei	das	Verhältnis	zwischen	sterilem	Aqua	bidest.	und	
Ethanol	 gemäß	 den	 Vorgaben	 von	 Bruker	 Daltoniks	 (Abbildung	 53	 im	 Anhang)	 gewählt	
wurde	(Anonymous,	2014).		
Beim	Trocknen	des	Myzels	wurde	auf	eine	vollkommene	Trocknung	des	Pellets	geachtet,	das	
daraufhin	 vollständig	 in	 Ameisensäure	 resuspendiert	 wurde.	 Nach	 Zugabe	 von	 Acetonitril	
wurde	 die	 Lösung	mit	 dem	Myzel	 ebenfalls	 sorgfältig	 gemischt	 und	 angeraute	 Glasperlen	
(Durchmesser	0,5	mm,	 ca.	 250	µl)	hinzugegeben.	Um	eine	Reduktion	 störender	 Silikate	 zu	
erreichen,	wurden	die	Glasperlen	zuvor	mittels	konzentrierter	Salzsäure	für	24	h	behandelt.	















































































































Da	 die	 Messungen	 reproduzierbar	 und	 standardisiert	 erfolgen	 sollten,	 wurden	 alle	
Messungen	mittels	der	automatischen	Messmethode	(MBT_AutoX)	gemessen.	Damit	wurde	
indirekt	die	Proteinextraktionsmethode	standardisiert	und	einer	weiteren	Qualitätsprüfung	







Referenzspektrums	und	 routinemäßig	 einmal	 pro	Woche	mittels	 des	 von	Bruker	Daltoniks	




Die	 Referenzspektren	 wurden	 gemäß	 dem	 Handbuch	 zu	 Biotyper	 OC	 3.1	 erstellt	
(Anonymous,	 2012).	 Um	 die	 erforderlichen	 mindestens	 20	 einzelnen	 Spektren	 für	 die	




um	 deren	 Spezifität	 zu	 bestätigen.	 Nur	 wenn	 es	 keine	 eindeutige	 Gattungsidentifizierung	
(Score	Value:	x	<	1,7)	mittels	der	bestehenden	Biotyper	OC	Datenbank	gab	und	mindestens	






Von	 jeder	 Probe	 wurden	 drei	 biologische	 Replikate	 auf	 je	 drei	 Spots	 auf	 dem	 Target	
aufgetragen,	d.h.	 von	 jeder	Probe	wurden	neun	Summenspektren,	bestehend	aus	 je	 sechs	
einzelnen	 Spektren	 von	 je	 40	 Laserschüssen,	 erstellt.	 Die	 Summenspektren	 wurden	











Die	 Messung	 wurden	 an	 einem	 Tandemmassenspektrometer	 „API	 4000”	 (ABSciex,	




Referenzstämme	 (siehe	 Kap.	 3.2.1)	 (zwei	 biologische	 Replikate	 je	 n=2)	 aufgetaut,	 in	


























Die	 Toxine	wurden	 semiquantitativ	mittels	Matrixkalibration	 (5-Punkt	Kalibration	 zwischen	
10-200	ng/ml)	als	Äquivalente	von	Verrucarin	A	(Nachweisgrenze	0,1	ng/g	Agar)	bestimmt,	
da	 keine	 Standards	 für	 die	 anderen	 oben	 genannten	 makrozyklischen	 Trichothecene	
kommerziell	 erhältlich	 waren.	 Als	 Vergleichsstandard	 für	 diese	 von	 S.	 chartarum		
gebildeten	 makrozyklischen	 Trichothecene	 wurde	 ein	 Matrix-Referenzextrakt	
(Stammsammlungsbezeichnung:	 S8,	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S,	 (Gottschalk	 (2009))	
verwendet.		
Zur	 Herstellung	 des	Matrixextraktes	wurden	 Kulturplatten	 des	 Referenzstamms	 IBT	 40288	





































Trichothecene	 im	 „Multiple	 reaction	 monitoring“	 (MRM)	 -	 Modus	 können	 Tabelle	 25	
entnommen	 werden.	 Diese	 wurden	 für	 die	 nicht	 als	 Standardsubstanz	 erhältlichen	
makrozyklischen	 Trichothecene	 anhand	 des	 beschriebenen	 Vergleichsstandards	

























































































DP:	 Declustering	potential	 CXP:		 Cell	exit	potential									V:	 Volt	 	 	 	 	 	 EP:	 Entrance	 potential	





In	 Tabelle	 26	 sind	die	 Ergebnisse	der	phänotypischen	Charakterisierung	 zusammenfassend	
dargestellt.	 Es	 konnte	 aufgrund	 der	 großen	 makroskopischen	 Heterogenität	 und	 des	
Mangels	 an	 Vergleichsliteratur	 keine	 Identifikation	 erfolgen	 (vgl.	 Abbildung	 19	 -	 22).	
Mikroskopisch	war	aufgrund	der	Heterogenität	und	der	mangelnden	Übereinstimmung	mit	














pomiformis	 ATCC/18873	 sw	 Ja	 Nein	 +	
Memnoniella	echinata	 MYA-584	 gra	 Ja	 Nein	 +++	
Nectriella	funicola	 ATCC/96538	 w	 Nein	 Nein	 -	
S.	chartarum	
(Chemotyp	A)	 IBT/40288	 s	 Ja	 Ja	 +++	
S.	chartarum	
(Chemotyp	S)	 IBT/40293	 sw	 Nein	 Ja	 +++	
S.	chartarum	 ATCC/34916	 sw	 Nein	 Ja	 +++	
S.	chlorohalonata	 IBT/40285	 s	 Nein	 Ja	 +++	
S.	complementi	 ATCC/20511	 sw	 Ja	 Nein	 -	
S.	cylindrospora	 ATCC/16276	 gra	 Ja	 Nein	 ++	
S.	dichroa	 ATCC/18913	 w	 Ja	 Nein	 ++	
S.	kampalensis	 ATCC/22705	 o	 Nein	 Nein	 ++	
S.	longispora	 ATCC/32451	 grü	 Nein	 Nein	 -	
S.	oenanthes	 ATCC/22844	 o	 Nein	 Ja	 +	
S.	parvispora	 ATCC/18877	 sw	 Nein	 Ja	 ++	






Makroskopisch	 wiesen	 alle	 15	 auf	 MEA	 kultivierten	 Referenzstämme		
(S.	 parvispora	 (ATCC	 18877),	 S.	 cylindrospora	 (ATCC	 16276),	Memnoniella	 echinata	 (MYA-
584),	 Melanopsamma	 pomiformis	 (ATCC	 18873),	 Nectriella	 funicola	 (ATCC	 96538),		
S.	 complementi	 (ATCC	 20511),	 S.	dichroa	 (ATCC	 18913),	 S.	 kampalensis	 (ATCC	 22705),		
S.	 longispora	 (ATCC	 32451),	 S.	oenanthes	 (ATCC	 22844),	 S.	 theobromae	 (ATCC	 18905),		
S.	 chartarum	 (ATCC	 34916),	 S.	chartarum	 Chemotyp	 S	 (IBT	 40293)	 und	 Chemotyp	 A	 (IBT	
40288)	 sowie	 S.	 chlorohalonata	 (IBT	 40285))	 ein	 unterschiedliches	 Erscheinungsbild	 auf	
(Abbildung	19	-	22).		
Die	größten	Ähnlichkeiten	im	Wachstumsverhalten	(Sporenbildung	und	Größe	der	Kolonien)	
zeigten	 die	 Referenzstämme	 für	 S.	 chlorohalonata	 (IBT	 40285),	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 A	
und	 S	 (IBT	 40288,	 IBT	 40293	 und	 ATCC	 34916)	 und	 Memnoniella	 echinata	 (MYA-584)	
(Abbildung	19	und	20).		





MEA-Kulturmedium	 vor,	 sodass	 anhand	 dieses	 Merkmals	 für	 S.	parvispora	 (ATCC	 18877),	
Melanopsamma	pomiformis	(ATCC	18873),	Nectriella	funicola	(ATCC	96538),	S.	complementi	
(ATCC	 20511),	S.	 dichroa	 (ATCC	 18913),	S.	 kampalensis	 (ATCC	 22705),	S.	 longispora	 (ATCC	
32451),	S.	 oenanthes	 (ATCC	22844)	und	S.	 theobromae	 (ATCC	18905)	 keine	 Identifizierung	
erfolgen	konnte.	Der	Agar	verfärbte	sich	je	nach	Spezies	rötlich,	braun	oder	gelblich	und	die	
Ausdehnung	 der	 Kolonien	 reichte	 von	 der	 Bedeckung	 von	 zwei	 Dritteln	 bis	 hin	 zu	 einem	
vollständigen	Bewuchs	des	Nährmediums.	
Die	 Bildung	 von	Guttationstropfen	wurde	 bei	 S.	oenanthes	 (ATCC	 22844),	Melanopsamma	







möglich,	 da	 nur	 wenig	 Vergleichsliteratur	 zur	 Verfügung	 steht.	 Die	 für	 S.	 chartarum,		
S.	 chlorohalonata	 und	Memnoniella	 echinata	 vorliegenden	Quellen	 (Samson,	 2010)	 geben	
von	den	hier	erhaltenen	Ergebnissen	abweichende	Merkmale	an	(vgl.	2.3.1).	
	
































































Die	 Referenzstämme	 Nectriella	 funicola	 (ATCC	 96538),	 S.	 complementi	 (ATCC	 20511),		
S.	 longispora	 (ATCC	32451)	und	S.	 theobromae	 (ATCC	18905)	bildeten	auf	Malzextraktagar	
keine	 Sporen,	 während	 bei	 S.	 oenanthes	 (ATCC	 22844)	 und	Melanopsamma	 pomiformis	
(ATCC	18873)	nur	vereinzelt	 Sporen	auftraten.	Deutlich	mehr	Sporulation	 zeigte	 S.	dichroa	
(ATCC	 18913),	 S.	 cylindrospora	 (ATTC	 16276)	 und	 S.	 parvispora	 (ATCC	 18877)	 und		
S.	kampalensis	(ATCC	22705).	Am	meisten	Sporen	bildeten	die	Referenzstämme	S.	chartarum	
Chemotyp	A	 (IBT	40288)	und	S	 (IBT	40293),	S.	 chartarum	 (ATCC	34916),	S.	 chlorohalonata	
(IBT	40285)	und	Memnoniella	echinata	(MYA-584).	
In	 Abbildung	 23	 -	 25	 sind	 mikroskopische	 Aufnahmen	 der	 Referenzstämme,	 die	 auf	MEA	
Sporen	bildeten,	 im	Vergleich	zu	den	 in	der	Literatur	verfügbaren	Zeichnungen	dargestellt.	
Die	 für	 die	 Gattung	 Stachybotrys	 typischen	 keulenförmigen	 Phialiden	 wurden	 bei	 allen	
abgebildeten	Referenzstämmen	nachgewiesen.		
Die	 bei	 S.	 oenanthes	 (ATCC	 22844)	 im	 lichtmikroskopischen	 Präparat	 zu	 erkennenden	
vesikelartigen	 Strukturen	 direkt	 unterhalb	 der	 Phialiden	wurden	 bislang	 nicht	 beschrieben	
und	 sind	 auf	 der	 erstbeschreibenden	 Zeichnung	 von	 Ellis	 (1971)	 nicht	 eingezeichnet	
(Abbildung	25).		
Aufgrund	 der	 geringen	 Unterschiede	 zwischen	 den	 Referenzstämmen	 und	 der	 deutlichen	






























































Alle	 Stachybotrys-Isolate	 aus	 Umwelt-,	 Futtermittel-	 und	 Lebensmittelproben	 konnten	 auf	
Malzextraktagar	 angezüchtet	 werden	 und	 zeigten	 eine	 zur	 möglichen	 Identifizierung	
ausreichende	 Versporung.	 Für	 die	 Angabe	 der	 jeweiligen	 Spezies	 wurden	 die	 unter	 4.2.4	
beschriebenen	 Ergebnisse	 der	 Sequenzierung	 bzw.	 diejenigen	 der	 LC-MS/MS	 (vgl.	 4.4.2)	























Chemotyp	S2	 s/sw/w	 Ja/Nein	 Ja/Nein	 obovoid	
ellipsoid/	
obovoid	 glatt/rau	
S.	chlorohalonata3	 s/sw/w/r	 Ja/Nein	 Ja/Nein	 obovoid	 ellipsoid/	obovoid	 glatt/rau	
s:	schwarz				sw:	schwarz-weiß				w:	weiß					r:	rosa				1	n=4				2	n=23			3	n=18		
*Identifizierung	anhand	der	Sequenzierungsergebnisse		(vgl.	Kap.	4.2.4)	
In	 Tabelle	 28	 sind	die	makroskopischen	Charakteristika	 der	 einzelnen	 Isolate	 anhand	 ihrer	
Habitate	zusammengefasst.		
Es	 traten	 schwarze,	 schwarz-weiße	 und	 weiße	 Stachybotrys	 Isolate	 und	 ein	 rosafarbenes	
Isolat	 mit	 variierender	 Sporenbildung	 auf.	 Die	 Isolate	 bewuchsen	 bis	 zu	 zwei	 Drittel	 der	
Nährmedien	 und	 bildeten	 scharf	 und	 unscharf	 begrenzte	 Kolonien.	 Teilweise	 bildeten	















UM01/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
UM02/14	 s	 Ja	 +++	 Nein	
UM03/14	 s	 Ja	 +++	 Nein	
UM04/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
UM05/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
UM06/14	 s	 Nein	 +++	 Ja	
UM07/14	 s	 Nein	 +++	 Ja	
UM08/14	 sw	 Ja	 +++	 Ja	
UM09/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
UM10/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
UM11/14	 w	 Ja	 ++	 Ja	
UM12/14	 s	 Nein	 +++	 Ja	
UM13/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
UM14/14	 sw	 Ja	 +++	 Ja	
UM15/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
FM16/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
FM17/14	 w	 Ja	 ++	 Ja	
FM18/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
FM19/14	 sw	 Ja	 +++	 Ja	
FM20/14	 sw	 Nein	 +++	 Ja	
FM21/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
FM22/14	 sw	 Nein	 ++	 Ja	
FM23/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
FM24/14	 sw	 Ja	 +++	 Ja	
FM25/14	 s	 Ja	 +++	 Nein	
FM26/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
FM27/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
FM28/14	 s	 Nein	 +++	 Ja	
FM29/14	 w	 Ja	 +++	 Ja	
FM30/14	 s	 Ja	 +++	 Nein	
LM31/14	 sw	 Ja	 +++	 Ja	
LM32/14	 sw	 Nein	 +++	 Nein	
LM33/14	 r	 Nein	 +	 Nein	
LM34/14	 sw	 Ja	 +++	 Nein	
LM35/14	 s	 Nein	 +++	 Nein	
LM36/14	 w	 Ja	 +++	 Ja	
LM37/14	 s	 Nein	 +++	 Ja	
LM38/14	 w	 Ja	 ++	 Nein	
LM39/14	 s	 Ja	 +++	 Nein	
LM40/14	 w	 Nein	 ++	 Ja	
LM41/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
LM42/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	
LM43/14	 s	 Ja	 +++	 Nein	
LM44/14	 s	 Ja	 +++	 Ja	








werden.	 Lediglich	 eine	 Gattungsidentifikation	 mittels	 Mikroskopie	 konnte	 auf	 Grund	 der	
typischen	keulenförmigen	Phialiden	erfolgen.	 Sechs	von	15	 in	dieser	Studie	beschriebenen	
makroskopischen	 Erscheinungsbilder	 unterschieden	 sich	 von	 den	 von	 Biermaier	 (2013)	
beobachteten	makroskopischen	Erscheinungsbildern.	
Den	unterschiedlichen	Ausprägungen	des	makroskopischen	Erscheinungsbildes	folgend	sind	
verschiedene	 Kombinationen	 von	 Koloniefarbe,	 Pigment-	 und	 Guttationstropfenbildung	
möglich.	 Diesen	Merkmalen	 folgend	 erfolgte	 die	 Einteilung	 in	 die	 folgenden	 Abbildungen		
26	-	39.	
Drei	 der	 vier	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 A-Isolate	 zeigten	 auf	Malzextraktagar	 ein	 schwarzes	
Erscheinungsbild	und	bedeckten	mehr	als	2/3	der	Nährböden	(Abbildung	26).		
Ein	 Isolat	 (FM22/14)	 bildete	 schwarz-weiße	 Kolonien,	 rief	 als	 einziges	 S.	 chartarum	
Chemotyp	 A-Isolat	 keine	 Farbveränderungen	 im	 Nährmedium	 hervor	 und	 bedeckte	 nur	
knapp	die	Hälfte	des	Nährbodens.	Von	den	vier	S.	chartarum	Chemotyp	A	Isolaten	wies	nur	







Von	 23	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S-Isolaten	 bildeten	 18	 schwarze	 (Abbildung	 27	 -	 31),	 vier	
schwarz-weiße	(Abbildung	32)	und	eines	weiße	Kolonien	(Abbildung	33).	
Von	 den	 schwarz	 wachsenden	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S-Isolaten	 bildeten	 acht	 sowohl	
Farbveränderungen	 im	 Nährmedium	 als	 auch	 Guttationstropfen	 (Abbildung	 27	 und	 28).	







































	 	 	und	ohne	Farbveränderungen	 im	Nährmedium	auf	Malzextraktagar	nach	21	
	 	 	Tagen	
Die	 restlichen	 vier	 Isolate	 bildeten	 keine	Guttationstropfen	 und	 riefen	 Farbveränderungen	








	 	 	und	 mit	 Farbveränderung	 im	 Nährmedium	 auf	 Malzextraktagar	 nach	 21	
	 	 	Tagen	
Alle	 vier	 der	 schwarz-weiß	 wachsenden	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S-Isolate	 bildeten	
Guttationstropfen	(UM08/14,	UM14/14,	FM19/14	und	FM20/14)	(Abbildung	32).	Zwei	dieser	
Isolate	bildeten	eine	Farbveränderung	im	Nährmedium	aus	(UM08/14	und	UM14/14).		
Alle	 schwarz-weißen	 Isolate	 bedeckten	 mehr	 als	 zwei	 Drittel	 der	 Nährmedien	 und	 zwei	
(FM20/14	und	UM14/14)	wuchsen	mit	nicht	scharf	begrenzten	Kolonien.		











Das	 Isolat	 LM38/14	 bildete	 als	 einziges	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S-Isolat	weißes	Myzel	mit	







Abbildung	33:	Weiß	wachsendes	S.	chartarum	Chemotyp	S-Isolat	auf		 	 	 	
	 	 	Malzextraktagar	nach	21	Tagen	
Von	den	18	untersuchten	S.	chlorohalonata-Isolaten	wuchsen	fünf	weiß	(Abbildung	34	und	
35)	 und	 acht	 schwarz	 (Abbildung	 36	 und	 37)	 und	 vier	 bildeten	 schwarz-weiße	 Kolonien	
(Abbildung	 38)	 und	 eines	 rosa	 Kolonien	 (Abbildung	 39).	 Von	 allen	 untersuchten	
Stachybotrys-Isolaten	 traten	 weiße	 Kolonien	 am	 häufigsten	 bei	 den	 S.	 chlorohalonata-




















Alle	 schwarz	wachsenden	S.	 chlorohalonata-Isolate	 bildeten	Guttationströpfchen	 und	 zwei	
von	 diesen	 Isolaten	 (LM44/14	 und	 LM45/14)	 riefen	 keine	 Farbveränderungen	 im	
Nährmedium	hervor.	Von	den	Isolaten,	die	schwarz-weiße	Kolonien	bildeten,	rief	ein	 Isolat	



























Isolat	 LM34/14,	 ebenfalls	 S.	 chlorohalonata,	 schien	 in	 der	 Mitte	 der	 Kulturplatte	 an	 den	
Berührungspunkten	der	Kolonien	mittels	Myzel	zu	„kommunizieren“.	 In	diesem	Bereich	 lag	










wenige	 Sporen	 am	 Rand	 der	 Kolonien.	 Guttationströpfchen	 wurden	 nicht	 makroskopisch	
sichtbar	 gebildet	 und	 das	 Isolat	 rief	 keine	 Farbveränderung	 im	 Nährmedium	 hervor.	 Alle		
S.	chlorohalonata	 Isolate	bildeten	scharf	begrenzte	Kolonien,	sechs	 Isolate	 füllten	mehr	als	






Merkmale,	 die	 einen	 sicheren	 Rückschluss	 auf	 die	 Spezies	 zuließen,	 festgestellt	 werden.	
Obwohl	 Ähnlichkeiten	 in	 der	 Farbe	 der	 Kolonien	 zwischen	 den	 einzelnen	 Isolaten	 einer	
Spezies	zu	erkennen	waren,	waren	diese	nicht	markant	genug,	um	anhand	dessen	und	der	
eventuellen	Farbveränderung	der	Nährböden	eine	Identifizierung	vorzunehmen.		





































Jedes	 PCR-Amplifikat	 wurde	 auf	 ein	 Agarose-Elektrophoresegel	 aufgetragen	 und	 auf	 den	
Amplifikationserfolg	und	die	Länge	hin	überprüft	(vgl.	Kap.	3.2.3.1).	




Datenbank	 ausgewertet.	 Die	 im	 Dendrogramm	 (Abbildung	 41)	 angegebenen	 Chemotypen	
basieren	auf	den	Ergebnissen	der	tri5-Sequenzierungsergebnisse.	
Der	Referenzstamm	S.	complementi	(ATCC	20511)	wurde	in	den	Datenbanken	des	NCBI	und	




Eine	 Identifizierung	 der	 beiden	 Chemotypen	 von	 S.	 chartarum	 (A	 und	 S)	 war	 mittels	 der	
Sequenzierung	 der	 ITS-Region	 nicht	 möglich.	 Die	 Referenzstämme	 unterschieden	 sich	 in	
ihren	ITS-Sequenzen	deutlich.	 In	Abbildung	41	ist	ein	Dendrogramm	basierend	auf	den	ITS-







Abbildung	 41:	 Dendrogramm	der	 ITS-Region	 (1/4)	 der	 Referenzstämme	 (n=15),	 Zahlen	 im	
	 	 		Dendrogramm	entsprechen	den	Korrelationskoeffizienten,	*ATCC,	**IBT	
Im	 Dendrogramm	 der	 ITS-Region	 bildeten	 die	 Referenzstämme	 für	 S.	 chartarum	 und		
S.	 chlorohalonata	 eine	 eng	 verwandte,	 aber	 eindeutig	 differenzierbare	Gruppe	 (Abbildung	
41).	
Die	 ITS-1-Sequenzen	 von	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S	 (IBT	 40293)	 und	 S.	 chartarum	 (ATCC	
34916),	der	anhand	der	 tri5-Ergebnisse	ebenfalls	als	Chemotyp	S	 identifiziert	wurde	 (siehe	
Kap.	 4.2.3),	 unterschieden	 sich	 in	 einer	Deletionsmutation	 (Ähnlichkeit	 100	%,	 Einstellung:	
Gap	penalty	0	%).	Die	ITS-4-Sequenzen	der	beiden	Referenzstämme	waren	deckungsgleich.	
4.2.3 Sequenzierungsergebnisse	der	tri5	-	Region	der	Referenzstämme	
Für	 die	 Referenzstämme	 S.	 chlorohalonata	 (IBT	 40285),	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 A	 (IBT	
40288)	und	S.	chartarum	Chemotyp	S	(IBT	40293	und	ATCC	34916)	wurden	Amplifikate	des	
tri5-Genabschnittes	 sequenziert,	 die	 eindeutig	 den	 erwarteten	 Spezies	 und	 Chemotypen	
zugeordnet	werden	konnten.		
Bei	dem	von	Andersen	et	al.	 (2003)	beschriebenen	Basenaustausch	 in	der	 tri5-Sequenz,	 in	
der	sich		S.	chartarum	Chemotyp	A	und	S	unterscheiden	(vgl.	Kap.	2.3.2),	handelt	es	sich	um	








































Wie	 in	 Abbildung	 42	 dargestellt,	 bildete	 sich	 ein	 Cluster	 eng	 verwandter	 S.	 chartarum-
Stämme	(IBT	40288,	40293	und	ATCC	34916),	wohingegen	sich	der	S.	chlorohalonata-Stamm	
IBT	40285	um	5,6	%	von	den	S.	chartarum-Stämmen	unterschied.	
Der	 Referenzstamm	 S.	 chartarum	 (ATCC	 34916),	 für	 den	 bisher	 keine	 Chemotypen-
Zuordnung	 beschrieben	 war,	 unterschied	 sich	 in	 dem	 die	 Chemotypen	 definierenden	
Basenaustausch	von	S.	chartarum	Chemotyp	A	(IBT	40288)	(Cruse	et	al.,	2002)	und	deckten	
sich	 mit	 den	 entsprechenden	 Basen	 von	 Referenzstamm	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S	 (IBT	
40293).		




























4.2.4 Sequenzierungsergebnisse	 der	 ITS-	 und	 tri5-Regionen	 der	 Stachybotrys-
Isolate	




Siebenundzwanzig	 Isolate	 wurden	 als	 S.	 chartarum	 und	 18	 Isolate	 als	 S.	 chlorohalonata	
identifiziert.	Eine	weitere	Unterscheidung		von	S.	chartarum	auf	Basis	der	Chemotypen	war	
anhand	der	ITS-Sequenzen	nicht	möglich.		





	 	 	aus	 Umwelt-	 (UM),	 Futtermittel-(FM)	 und	 Lebensmittelproben	 (LM)	 (n=45).	





























































































































































































































































































Die	 vier	S.	 chartarum	 Chemotyp	A-Isolate	 stimmten	mit	der	Chemotyp	A-Referenzsequenz	
von	IBT	40288	zu	99,9	-	100	%	im	Durchschnitt	aller	Sequenzierungsergebnisse	überein.		
Das	 Isolat	FM22/14	war	das	einzige	der	vier	S.	 chartarum	Chemotyp	A	 Isolate,	welches	 im	
tri5-Abschnitt	 einen	 Basenaustausch	 im	 Vergleich	 zur	 Referenzsequenz	 aufwies,	 wobei	 es	
sich	bei	dieser	Mutation	um	eine	stille	Mutation	handelte,	da	sie	zu	keiner	Änderung	in	der	
Aminosäurensequenz	führt.	
Die	Gruppe	der	23	S.	 chartarum	 Chemotyp	S-Isolate	unterschied	 sich	geringfügig	von	dem	
entsprechenden	 Referenzstamm	 IBT	 40293.	 Die	 tri5-Sequenzen	 stimmten	 zu	 99,1	 -	 100	%	
überein	(Tabelle	29).	





























Die	 18	bereits	 anhand	der	 ITS-Sequenzen	 identifizierten	S.	 chlorohalonata-Isolate	 konnten	
mittels	der	 tri5-Sequenzen	bestätigt	werden.	 Im	Vergleich	zu	der	Referenzsequenz	von	 IBT	
40285	gab	es	eine	Übereinstimmung	von	99,4	-	100	%	(Tabelle	30).	



































Von	 jedem	 Isolat	 wurden	 drei	 biologische	 Replikate	 (A-C)	 jeweils	 im	 Dreifachansatz	
untersucht.	Die	Beurteilung	der	Spektrenqualität	erfolgte	anhand	der	von	Bruker	Daltoniks	
empfohlenen	 Qualitätsmerkmale	 (vgl.	 Kap.	 3.2.4.3).	 Somit	 sind	 nur	 Messungen	 als	
erfolgreich	gewertet	worden,	deren	Spektren	den	Qualitätsanforderungen	für	die	Erstellung	
eines	MSPs	entsprachen.		
Zur	 Gewinnung	 eines	 ribosomalen	 Proteinextraktes,	 der	 die	 Generierung	 hochwertiger	
Spektren	 ermöglicht,	 wurden	 verschiedene	 Proteinextraktionsprotokolle	 getestet	 und	
miteinander	verglichen.		
Weder	 mittels	 direktem	 Transfer	 von	 Randmyzel	 („Extended	 Direct	 Transfer“)	 noch	 mit	
„Formic	Acid	Extraction“	von	Randmyzel	konnten	geeignete	Spektren	generiert	werden.	Es	
traten	 im	 Durchschnitt	 nur	 ca.	 20	 verwertbare	Massenpeaks	 mit	 einem	 S/N	 ≥	 3	 auf.	 Die	
Spektren	 waren	 in	 den	 meisten	 Fällen	 zu	 massenarm,	 um	 von	 der	 von	 Bruker	 Daltoniks	
erstellten	automatischen	Messmethode	 (MBT_AutoX)	als	 geeignete	Spektren	akzeptiert	 zu	
werden.	 Die	 Messung	 der	 mit	 den	 oben	 genannten	 Extraktionsmethoden	 extrahierten	
Proben	ergaben	somit	Null-Linien	(„Flatlines“).		




Nachdem	 die	 von	 Bruker	 Daltoniks	 vorgesehenen	 Extraktionsprotokolle	 gestestet	 und	 für	
nicht	 ausreichend	 befunden	wurden,	wurde	 das	 Extraktionsprotokoll	 für	 filamentöse	 Pilze	
(Abbildung	53	 im	Anhang)	eingesetzt.	 Jedoch	 reichte	auch	das	nicht	aus,	um	Spektren	mit	
der	für	die	Erstellung	von	MSPs	ausreichenden	Qualität	zur	Unterscheidung	von	Stachybotrys	
spp.	zu	generieren.	Die	Spektren	waren	innerhalb	der	biologischen	Replikate	(A-C)	bezüglich	
der	Massen	mit	der	höchsten	 Intensität	 zwar	 reproduzierbar,	 jedoch	nicht	hinsichtlich	den	
Intensitäten	der	Massen	und	dem	Auftreten	kleinerer	Massen	(Abbildung	44).	Daher	wurde	








Um	 einen	 mechanischen	 Einfluss	 auf	 die	 Zellverbände	 auszuüben,	 wurden	 zusätzlich	
angeraute	 Glasperlen	 verwendet	 und	 das	 Extraktionsprotokoll	 für	 filamentöse	 Pilze	 von	
Bruker	Daltoniks	wurde	dahingehend	optimiert.	Dadurch	konnten	mehr	Peaks	 (ca.	 40	 -	 60	
Peaks)	detektiert	werden	mit	einem	gleichbleibenden	S/N	Verhältnis	(Abbildung	45).		
Die	unter	Kapitel	3.2.4.3	für	die	MALDI-TOF	MS	Analytik	von	Mikroorganismen	beschriebene	
automatische	 Messmethode	 (MBT_AutoX)	 zeigte	 sich	 in	 Verbindung	 mit	 der	 oben	
genannten	 Extraktionsmethode	 als	 nicht	 zuverlässig,	 da	 aufgrund	 einer	 inhomogenen	
Kristallisation	bzw.	einer	zu	geringen	Konzentration	der	Proteine	im	Extrakt	nicht	genügend	
hochwertige	 Spektren	 generiert	 wurden.	 Dies	 führte	 dazu,	 dass	 stattdessen	 manuell	
nachgemessen	 werden	 musste,	 indem	 sogenannte	 „Sweet	 Spots“	 manuell	 auf	 dem	






















Chemotyp	S	 (IBT	40293)	 relativ	viele	niedermolekulare	Massen	 im	Massenbereich	von	m/z	
2000	 -	 4000	 Da	 auf.	 Um	 das	 Rauschen	 in	 diesen	 Bereich	 zu	 reduzieren	 und	 somit	 ein	
besseres	 S/N	 -	 Verhältnis	 zu	 erlangen,	 wurde	 ein	 zusätzlicher	 Waschschritt	 mit	 dem	




















von	Bruker	Daltoniks	war	es	 schließlich	möglich,	 spezifische	und	 reproduzierbare	Spektren	
für	Stachybotrys	spp.	zu	generieren.		
Wie	 in	 Abbildung	 47	 zu	 erkennen	 ist,	 konnten	 Spektren	mit	 einem	 deutlich	 verbesserten	
Massenreichtum	 erstellt	 werden.	 Die	 Reproduzierbarkeit	 wurde	 mittels	 automatischer	
Messungen	 (je	 n=3)	 der	 Referenzstämme	 IBT	 40293,	 IBT	 40288	 und	 IBT	 40285	 überprüft.	
Hierfür	 wurden	 je	 drei	 biologische	 Replikate	 angezüchtet	 und	 jedes	 Replikat	 im	 12-fach	
Ansatz	gemessen.		
Die	 Spezifität	 der	 generierten	 Spektren	 konnte	 bestätigt	 werden,	 da	 ein	 Spektrenabgleich	
mit	 in	 der	 „Taxonomy-Datenbank“	 von	 Bruker	 Daltoniks	 existierenden	 Einträgen	 für	 Pilze	








































(IBT	 40288),	 S.	 chlorohalonata	 (IBT	 40285),	 S.	 cylindrospora	 (ATCC	 18877),	 S.	 parvispora	
(ATCC	16276),	Memnoniella	echinata	(MYA-584)	und	S.	kampalensis	(ATCC	22705).		
Für	 die	 anderen	 sieben	 Referenzstämme	 konnte	 keine	 ausreichende	 Sporulation	 erreicht	
werden,	um	die	Flüssignährmedien	zu	beimpfen.		
Die	 einzelnen	 Referenzstämme	 unterschieden	 sich	 sehr	 deutlich	 (Score	 Value	 <	 1,7)	
voneinander.	 Lediglich	 die	 S.	 chartarum-	 und	 S.	 chlorohalonata-Referenzspektren	 ergaben	
jeweils	 für	 die	 andere	 Spezies	 mindestens	 Score	 Values	 von	 1,7	 und	 waren	 sich	
vergleichsweise	ähnlich.		
In	 Abbildung	 48	 ist	 ein	 mittels	 der	 Software	 „Biotyper	 OC“	 erstelltes	 Dendrogramm	
dargestellt.	 In	 dem	 Dendrogramm	 werden	 die	 Ähnlichkeiten	 der	 acht	 erstellten	 MSPs	
miteinander	 abgeglichen,	 zusätzlich	 ist	 als	 Vergleich	 ein	 Escherichia	 albertii	 aus	 der	
„Taxonomy	 Datenbank“	 von	 Bruker	 Daltoniks	 hinzugefügt	 worden.	 Die	 Aufzweigungen	 im	
Dendrogramm	decken	sich	mit	den	oben	genannten	Score	Value	Bereichen.		
S.	 chlorohalonata	 und	 S.	 chartarum	 (Chemotypen	 A	 und	 S)	 bilden	 einen	 gemeinsamen	
Cluster.	 S.	 parvispora	 und	 S.	 kampalensis	 bilden	 einen	 weiteren	 Cluster	 genauso	 wie		
S.	cylindrospora	und	Memnoniella	echinata.		
Alle	in	die	Datenbank	übernommenen	Referenzstämme	waren	auf	Speziesebene	mittels	des	
MALDI-Biotypers	 eindeutig	 voneinander	 zu	 unterscheiden	 und	 enthielten	 die	 geforderten	
maximal	möglichen	70	Massen;	eine	Unterscheidung	der	Chemotypen	von	S.	chartarum	war	






















































































































































































































































































Die	 Identifizierung	 der	 Stachybotrys-Isolate	 aus	 Umweltproben,	 Futtermittel-	 und	
Lebensmittelproben	 (je	n=15)	 erfolgte	 anhand	der	 zuvor	 erstellten	Referenzspektren	 (Kap.	
4.3.1)	und	der	Datenbank	des	MALDI	Biotypers	(Bruker	Daltoniks,	Bremen).		
Es	 wurden	 insgesamt	 27	 Isolate	 als	 S.	 chartarum	 mit	 Score	 Values	 von	 durchschnittlich		
2,509	 -	 2,739	 (Mittelwert	 aus	 je	 drei	 biologischen	 und	 drei	 technologischen	 Replikaten)	
identifiziert.	 Die	 durchschnittliche	 Score	 Value-Differenz	 zur	 nächstidentifizierten	 Spezies		
(S.	chlorohalonata)	betrug	0,313	-	0,642.		
Insgesamt	 18	 Isolate	 wurden	mit	 durchschnittlichen	 Score	 Values	 von	 2,148	 bis	 2,622	 als		
S.	 chlorohalonata	 identifiziert,	 wobei	 die	 durchschnittliche	 Score	 Value-Differenz	 zur	
nächsten	Spezies	(S.	chartarum)	0,184	-	0,476	betrug	(Tabellen	31,	32	und	33).		
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Mittels	 der	 in	 Kapitel	 3.2.5.3	 beschriebenen	 LC-MS/MS	 Methode	 konnten	 die	 von		
S.	 chartarum	 Chemotyp	 S	 gebildeten	 makrozyklischen	 Trichothecene	 detektiert	 und	
eindeutig	identifiziert	werden.		
In	 Abbildung	 51	 findet	 sich	 ein	 Chromatogramm	 einer	Messung	 eines	 Toxinextraktes	 des	
Vergleichsstandards	S8	(S.	chartarum	Chemotyp	S).		
Aufgrund	 des	 Mangels	 an	 kommerziell	 verfügbaren	 Standardsubstanzen	 wurden	 die	









































































































makrozyklischen	 Trichothecenen	 (Tabelle	 34).	Die	 Referenzstämme	wurden	mit	 LC-MS/MS	
wie	 unter	 Kapitel	 3.2.5	 beschrieben	 auf	 ihr	 Bildungsvermögen	 von	 makrozyklischen	
Trichothecenen	untersucht.		
Zwei	Referenzstämme,	S.	chartarum	Chemotyp	S	(IBT	40293)	und	S.	chartarum	Chemotyp	S	








deutlich	 höher	 im	 Vergleich	 zu	 allen	 anderen	 untersuchten	 Referenzstämmen,	 die	






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Von	 den	 untersuchten	 Isolaten	 (n=45)	 bildeten	 19	 der	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S-Isolate	
makrozyklische	 Trichothecene.	 Bei	 vier	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S-Isolaten	 (UM04/14,	
UM06/14,	 UM12/14	 und	 FM19/14)	 konnten	 keine	 nachweisbaren	 Mengen	 an	
makrozyklischen	 Trichothecenen	 detektiert	 werden	 (Nachweisgrenze	 bezogen	 auf	
Verrucarin-A	 Äquivalente:	 0,1	 ng/g	 Agar).	 Dies	 kann	 bei	 Isolaten	 UM04/14,	 UM06/14,	
UM12/14	 und	 FM19/14	 in	 den	 nur	 geringen	 Produktionsmengen	 an	 makrozyklischen	
Trichothecenen	 begründet	 sein	 und	 deckt	 sich	 mit	 Ergebnissen	 aus	 vorangegangen	
Untersuchungen	(Kap.	3.1.1,	vgl.	Tabelle	13	-	15).	
In	 Tabelle	 35	 sind	 die	 semiquantitativen	 Ergebnisse	 der	 LC-MS/MS	 Messungen	 für	 die		
S.	 chartarum	 Chemotyp	 S-Isolate	 als	 Äquivalente	 des	 Referenzstandards	 Verrucarin	 A	
dargestellt.		
Der	 Gesamtgehalt	 an	 Verrucarin	 A-Äquivalenten	 reichte	 von	 395	 bis	 8305	 ng/g	 Agar.	 Die	
größten	Mengen	wurden	von	UM07/14	und	LM37/14	gebildet	 (8305	ng/g	Agar	bzw.	8120	
ng/g	Agar).		
Bei	 allen	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S-Isolaten	 hatte	 Roridin	 E	 im	 Bezug	 auf	 die	
Gesamttoxinmenge	den	größten	 relativen	Anteil	 (62	%	+/-	12	%),	 gefolgt	 von	Satratoxin	H	













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Es	 wurden	 15	 Stachybotrys-Referenzstämme	 und	 45	 Stachybotrys-Isolate	 (je	 n=15	 aus	
Umwelt-,	Futtermittel-	und	Lebensmittelproben)	aus	der	Stammsammlung	des	Lehrstuhls	für	
Lebensmittelsicherheit	mittels	Phänotypisierung,	Genotypisierung	und	Massenspektrometrie	
charakterisiert.	 In	 Tabelle	 36	 -	 39	 sind	 die	 Untersuchungsergebnisse	 der	 45	 Stachybotrys-
Isolate	 und	 der	 Referenzstämme	dargestellt.	 Es	 konnte	 kein	 Zusammenhang	 zwischen	 der	
Herkunft	 der	 Isolate	 und	 ihren	 beschriebenen	 Eigenschaften	 festgestellt	 werden.	 Mittels	
Phänotypisierung	konnte	keine	Identifizierung	auf	Ebene	der	Spezies	oder	der	Chemotypen	
erfolgen,	 lediglich	 auf	 Gattungsebene	 konnte	 anhand	 der	 Mikromorphologie	 bestätigt	
werden,	dass	es	 sich	um	Stachybotrys	 handelt.	Nectriella	 funicola	 (ATCC	96538)	wurde	als	
dessen	anamorphe	Form	S.	oleronensis	identifiziert.		
Bei	S.	 complementi	 (ATCC	20511)	handelte	es	 sich	den	Sequenzierungsergebnissen	zufolge	
um	 S.	 microspora.	 Zudem	 wurde	 der	 S.	 chartarum-Referenzstamm	 ATCC	 34916	 mittels	
Sequenzierung	 und	 über	 den	 Nachweis	 von	 makrozyklischen	 Trichothecenen	 mittels	 LC-
MS/MS	als	Chemotyp	S	identifiziert.	Alle	anderen	zwölf	Referenzstämme	wurden	als	die	von	
der	ATCC	und	IBT	angegebenen	Spezies	identifiziert.	
Mittels	 Sequenzierung	 der	 ITS-1/4	 und	 tri5-Genabschnitte	 konnten	 alle	 45	 Isolate	
identifiziert	 werden.	 Dabei	 handelte	 es	 sich	 um	 23	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S,	 vier		
S.	 chartarum	 Chemotyp	A	 und	 18	 S.	 chlorohalonata	 Isolate	 (Tabelle	 37	 -	 39).	 Dies	 konnte	




Parallel	 dazu	 lieferten	 die	 Ergebnisse	 der	 Untersuchungen	 mittels	 LC-MS/MS	 mit	 den	
Sequenzierungs-	und	MALDI-TOF	MS-Ergebnissen	zumeist	übereinstimmende	Resultate:	Für	
19	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S	 Isolate	 konnten	 mittels	 LC-MS/MS	 makrozyklische	
Trichothecene	 nachgewiesen	 werden.	 Allerdings	 wurde	 bei	 einem	 Isolat	 (LM43/14)	 kein	
Satratoxin	H	nachgewiesen	und	vier	S.	chartarum	Chemotyp	S	Isolate	(UM04/14,	UM06/14,	





Die	 Ergebnisse	 aus	 früheren	 Untersuchungen	 stimmten	 mit	 den	 Ergebnissen	 aus	 dieser	
Untersuchung	 bei	 40	 von	 45	 Isolaten	 überein.	 Die	 Ergebnisse	 stimmen	 mit	 den	
Identifikationen	 und	 dem	 MTT-Zytotoxizitätstest	 und	 dem	 ELISA	 (Roridin	 A-Äquivalent)	
überein.	 Somit	 konnten	 die	 Isolate	 umfassend	 beschrieben	 werden	 und	 eine	 eindeutige	
Korrelation	zwischen	der	Fähigkeit	zur	Bildung	von	makrozyklischen	Trichothecenen	und	den	
Ergebnissen	des	MTT-Zytotoxizitätstests	aus	früheren	Studien	aufgezeigt	werden.	































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Stachybotrys-Isolate	 aus	 der	 Stammsammlung	 des	 Lehrstuhls	 für	 Lebensmittelsicherheit	
mittels	 phänotypischer,	 molekularbiologischer	 und	 massenspektrometrischer	 Methoden	
charakterisiert.		
Ein	 Schwerpunkt	 der	 Arbeit	 lag	 auf	 der	 Erstellung	 einer	 Proteinextraktionsmethode	 zur	
Identifikation	 von	 Stachybotrys	 spp.	 für	 die	 Identifizierung	 mit	 MALDI-TOF	
Massenspektrometrie.	 Die	 Ergebnisse	 der	 fünf	 Isolate,	 die	 mit	 vorherigen	 Studien	 nicht	
übereinstimmen,	 sind	womöglich	 auf	 eine	nicht	 akkurate	Erfassung	 von	 Isolaten	 innerhalb	
der	Stammsammlung	bzw.	Verwechslungen	zurückzuführen.	
Bisherige	Arbeiten	zur	Gattung	Stachybotrys	beschäftigten	sich	seit	deren	Erstbeschreibung	
meist	 mit	 einzelnen	Methoden	 wie	 Phänotypisierung,	 Genotypisierung	 und	 Untersuchung	






Hibbett	 und	 Taylor,	 2013;	 Norvell,	 2011;	 Schoch	 et	 al.,	 2012).	 Momentan	 wird	 die	 ITS-





mikroskopischen	 Erscheinungsbildes	 beschrieben	 und	 davon	 lediglich	 Zeichnungen	
veröffentlicht	 (Pan	et	al.,	 2014).	Derzeit	 sind	78	Stachybotrys	 spp.	nach	den	Vorgaben	des	
Internationalen	Botanischen	Kongresses	2011	(IBC)	anerkannt.	Davon	sind	allerdings	nur	22	
in	 der	 Datenbank	 NCBI	 anhand	 ihrer	 Nukleotidsequenzen	 erfasst	 (Crous	 et	 al.,	 2004;	 The	
Royal	 Botanic	 Gardens	 Kew	 et	 al.,	 2014),	 was	 eine	 eindeutige	 molekularbiologische	




Tabelle	 40	 im	 Anhang	 listet	 die	 für	 die	 Gattung	 Stachybotrys	 existierenden	 Speziesnamen	
und	Synonyme.	Die	Quellen	widersprechen	sich	(vgl.	Kap.	2.1.1)	in	der	Anzahl	an	genannten	
Stachybotrys	spp.	sowie	in	der	Synonym-Nomenklatur.	Eine	Spezieszuordnung	innerhalb	der	
Gattung	 Stachybotrys	 wird	 zudem	 erschwert,	 da	 oftmals	 dieselbe	 Spezies	 mit	
unterschiedlichen	Namen	beschrieben	wurde	(z.B.	S.	chartarum	und	S.	atra).	Hinzu	kommt,	
dass	 sexuelle	 und	 asexuelle	 Formen	 einer	 Spezies	 häufig	 mit	 unterschiedlichen	 Namen	
belegt	 wurden.	 Eine	 Zuordnung	 war	 rein	 mikroskopisch	 aufgrund	 des	 Mangels	 an	
Vergleichsliteratur	der	sexuellen	Stadien	nicht	möglich	(z.B.	Melanopsamma	pomiformis	und	
S.	albipes).	Zusätzlich	waren	in	diesem	Fall	scheinbar	keine	sexuellen	Formen	ausgebildet.	
Die	 ITS-Sequenzierungsergebnisse	 des	 Referenzstamms	 Nectriella	 funicola	 (ATCC	 96538)	
deuten	 darauf	 hin,	 dass	 es	 sich	 bei	 diesem	 Stamm	 tatsächlich	 um	 die	 neu	 beschriebene	
anamorphe	Form,	also	S.	oleronensis,	handelt	(Lechat	et	al.,	2013).		
Obwohl	 insgesamt	 je	 15	 Stachybotrys-Feldisolate	 aus	 Umweltproben,	 Futter-	 und	
Lebensmitteln	 charakterisiert	 wurden,	 wurden	 nur	 zwei	 unterschiedliche	 Stachybotrys-
Spezies	identifiziert	(S.	chartarum	und	S.	chlorohalonata).	Dies	könnte	darin	begründet	sein,	














Die	 Ergebnisse	 der	 phänotypischen	 Differenzierung	 zeigten	 im	 makromorphologischen	
Erscheinungsbild,	 dass	 alle	 Referenzstämme	 sich	 in	 ihrem	Wachstum	 auf	Malzextraktagar	
voneinander	unterscheiden.		
Alle	 Referenzstämme	 zeigten	 verschiedene	 Koloniemorphologien	 bezüglich	 Farbe,	 Größe,	
Form	 und	 Textur,	 wobei	 alle	 innerhalb	 ihrer	 biologischen	 und	 technologischen	 Replikate	
(jeweils	 n=2)	 identisch	 waren.	 Wie	 von	 Andersen	 et	 al.	 (2003)	 beschrieben,	 wiesen	
Referenzstämme	 von	 S.	 chartarum	 und	 S.	 chlorohalonata	 ein	 ähnliches	
makromorphologisches	 Erscheinungsbild	 auf.	 Allerdings	 ist	 eine	 eindeutige	 Identifizierung	
anhand	der	von	Samson	(2010)	beschriebenen	Kriterien	nicht	durchführbar.	So	zeigten	sechs	
von	 15	 untersuchten	 Isolaten	 aus	 Lebensmitteln	 eine	 deutlich	 abweichende	
Kulturmorphologie	zu	vorherigen	Untersuchungen	(Biermaier,	2013).	
Die	Isolate	der	Stammsammlung	wiesen	zwar	ähnliche	Erscheinungsbilder	auf,	jedoch	nicht	
ausreichend	 konstant	 innerhalb	 der	 Spezies	 oder	 der	 Chemotypen,	 als	 dass	 eine	 sichere	
Spezieszuordnung	 möglich	 wäre;	 eine	 belastbare	 Übereinstimmung	 von	 den	






keine	 zwischenzeitliche	 Lagerung	 im	 Kühlschrank	 und	 nur	 eine	 Subkultivierung	 nötig.	
Ausgehend	 von	 dieser	 Subkultur	 erfolgten	 alle	 weiteren	 Untersuchungen,	 um	 die	
Vergleichbarkeit	 der	 Ergebnisse	 zu	 gewährleisten.	 Jegliches	 Probenmaterial,	 das	 für	 die	







Da	 alle	 Referenzstämme	 und	 Isolate	 unter	 denselben	 Bedingungen	 angezüchtet	 wurden,	
konnten	 zudem	 die	 von	 Frazer	 et	 al.	 (2011)	 beschriebenen	 Einflüsse	 durch	 Temperatur,		
aw-Wert	 oder	 andere	 extrinsische	 Faktoren	 für	 die	 Varianz	 unter	 den	 Isolaten	 gleicher	




makroskopischen	 Erscheinungsbildes	 (Bisby,	 1943).	 Ein	 weiterer	 beschriebener	 Grund	 für	
Mutationen	könnten	pilzeigene	Mutagene	sein,	wie	z.B.	Mykotoxine	und	andere	Metabolite	
(Paterson	und	Lima,	2009).	
Im	 Vergleich	 zu	 Festnährmedien	 haben	 Flüssignährmedien	 (z.B.	Malzextrakt-Bouillon)	 den	
Vorteil,	dass	keine	Sporen	gebildet	werden,	da	die	filamentösen	Pilze	 in	einem	vegetativen	
oder	Hyphen-Stadium	verbleiben	(Smith,	1978).	Dies	bedeutet,	dass	keine	Zellreproduktion	
stattfindet,	 sondern	 lediglich	ein	Wachsen	der	bereits	 vorhandenen	Zellen	und	damit	eine	
höhere	Stabilität	des	Genoms	gewährleistet	ist.		
Die	 in	 dieser	 Studie	 beobachteten	 Myzel-Pellets	 in	 für	 die	 MALDI-TOF	 MS	 Messung	
angelegten	 Flüssigmedien	 wurden	 bisher	 für	 Stachybotrys	 spp.	 nicht	 beschrieben.	 Sie	
scheinen	aber	ein	charakteristisches	Merkmal	dieser	Gattung	darzustellen.	
Im	 Gegensatz	 zu	 den	 makroskopischen	 Erscheinungsbildern	 ähnelten	 sich	 die	
mikroskopischen	Erscheinungsbilder	der	 einzelnen	 Spezies	 sehr.	Außerdem	 lagen	 in	 einem	
mikroskopischen	 Präparat	 einer	 Reinkultur	 häufig	 sowohl	 raue,	 längliche	 Sporen	 als	 auch	
raue,	 runde	 oder	 glatte,	 längliche	 Sporen	 vor.	 Dies	 lässt	 sich	 darauf	 zurückführen,	 dass	
innerhalb	 einer	 Kolonie	 sowohl	 jüngere	 als	 auch	 ältere	 Sporen	 vorliegen,	 je	 nachdem,	 ob	
man	 Pilzmaterial	 von	 der	Mitte	 oder	 vom	 Rand	 der	 Kolonie	 abnimmt	 (Kap.	 2.3.1)	 (Bisby,	
1943;	Wang	et	al.,	2015).		
Da	 jedoch	 bislang	 nicht	 eindeutig	 geklärt	 ist,	 ab	 wann	 eine	 Spore	 oder	 ein	 Myzel	 als	
ausgewachsen	zu	beurteilen	ist,	konnte	keine	Standardisierung	erfolgen.		
Es	konnten	der	Literatur	zwar	Zeichnungen	von	den	untersuchten	Referenzstämmen-Spezies	
entnommen	 werden,	 jedoch	 waren	 diese	 nicht	 ausreichend,	 um	 eine	 sichere	
Speziesidentifikation	durchführen	zu	können	(vgl.	Kap.	4.1.1).		
	144
Bei	 dem	 Referenzstamm	 S.	 oenanthes	 (ATCC	 22844)	 war	 eine	 vesikelähnliche,	 apikale	
Auftreibung	 der	 Konidiophore	 deutlich	 ausgeprägt	 zu	 erkennen	 (Abbildung	 25).	 Die	
Zeichnung	 von	 Ellis	 (1971)	 zeigt	 diese	 Struktur	 jedoch	 nicht.	 Dies	 kann	 auf	 eine	
unzureichende	 Zeichnung	 zurückgeführt	 werden	 oder	 auf	 Salze,	 die	 das	 Myzel	 zur	
Ausbildung	 solcher	 Auftreibungen	 anregt.	 Derartige	 Einflüsse	 durch	 Salze	 in	 Nährmedien	
wurden	 bereits	 beschrieben	 (McQuade,	 1963),	 wobei	 bei	 keinem	 anderen	 Isolat	 solche	
vesikelartigen	 Strukturen	 ausbildet	 waren	 und	 alle	 auf	 dem	 gleichen	 Nährmedium	
angezüchtet	wurden.		
Allein	 der	 Referenzstamm	 Memnoniella	 echinata	 (MYA-584)	 konnte	 innerhalb	 der	
vorliegenden	 Stachybotrys	 spp.	 mikroskopisch	 sicher	 identifiziert	 werden,	 da	 dieser	 als	
einziger	runde	Sporen	in	Kettenform	bildete.	Allerdings	ist	Memnoniella	echinata	auch	in	der	
Lage,	längliche	Sporen	in	schleimigen	Köpfen	zu	bilden	(Wang	et	al.,	2015).	




Auch	 der	 bislang	 als	 eines	 der	 Standardnährmedien	 geltende	 PDA	 (Magan	 et	 al.,	 2012;	
Samson,	 2010)	 stellte	 sich,	 wie	 auch	 bereits	 in	 anderen	 Studien	 beobachtet	 (McQuade,	
1963),	 als	 nicht	optimal	 für	 die	 Sporulation	 von	Stachybotrys	 spp.	 heraus	 (vgl.	 Kap.	 2.1.2).		
S.	 oenanthes	 (ATCC	 22844)	 und	 Melanopsamma	 pomiformis	 (ATCC	 18873)	 bildeten	 nur	
vereinzelt	 sehr	 wenige	 Sporen	 und	 S.	 dichroa	 (ATCC	 18913),		
S.	cylindrospora	(ATTC	16276)	sowie	S.	parvispora	(ATCC	18877)	bildeten	zwar	mehr	Sporen,	
im	 Fall	 von	 S.	 oenanthes	 (ATCC	 22844),	 Melanopsamma	 pomiformis	 (ATCC	 18873)	 und		
S.	 dichroa	 (ATCC	 18913)	 lagen	 dennoch	 zu	 wenige	 für	 die	 Beimpfung	 des	
Flüssignährmediums	 vor.	 Dies	 hatte	 zur	 Konsequenz,	 dass	 zum	 Einen	 wichtige	
Charakteristika	für	eine	mikromorphologische	Beschreibung	fehlten,	und	zum	Anderen	nicht	






Die	 vier	 nicht	 sporenbildenden	 Referenzstämme	 (Nectriella	 funicola	 (ATCC	 96538),		
S.	 complementi	 (ATCC	 20511),	 S.	 longispora	 (ATCC	 32451),	 S.	 theobromae	 (ATCC	 18905))	
wuchsen	 deutlich	 langsamer	 im	 Vergleich	 zu	 den	 IBT-Referenzstämmen	 S.	 chartarum	
Chemotyp	A	und	S,	S.	chlorohalonata	(IBT	40288,	40293	bzw.	40285)	und	dem	S.	chartarum	
ATCC-Stamm	34916.		
Vermutlich	 handelt	 es	 sich	 bei	 Malzextraktagar	 um	 ein	 Substrat,	 das	 den	 neun	 oben	
genannten	 sich	 in	 der	 Sporulation	 als	 problematisch	 erwiesenen	 Spezies	 nicht	 die	
entsprechenden	Voraussetzungen	zur	Bildung	von	Konidien	bietet.	
Zudem	kann	auch	ein	Überangebot	an	Nährstoffen	dazu	führen,	dass	nur	vegetatives	Myzel	




Es	 ist	 ebenfalls	 für	 einige	 Mikromyzeten	 beschrieben,	 dass	 der	 Mangel	 an	 Licht	 zu	 einer	
geringeren	Versporung	führen	kann	und	Licht	bestimmter	Wellenlänge	die	Sporulation	sogar	
anregen	kann	(Mooney	und	Yager,	1990).		
In	 der	 vorliegenden	 Studie	 konnte	 nicht	 geklärt	 werden,	 ob	 es	 am	 Mangel	 derartiger	
extrinsischer	 Stimuli	 oder	 der	 Nährstoffversorgung	 lag,	 weshalb	 einige	 Referenzstämme	
(Nectriella	funicola	(ATCC	96538),	S.	complementi	(ATCC	20511),	S.	longispora	(ATCC	32451),	
S.	theobromae	(ATCC	18905),	S.	oenanthes	(ATCC	22844),	Melanopsamma	pomiformis	(ATCC	
18873),	 S.	 dichroa	 (ATCC	 18913),	 S.	 cylindrospora	 (ATTC	 16276)	 und	 S.	 parvispora	 (ATCC	
18877))	 und	 auch	 untersuchte	 Isolate	 wie	 LM33/14	 (vgl.	 Kap.	 4.1.2)	 nicht	 oder	 nur	
geringfügig	Sporen	bildeten.		
Die	 Gattung	 Stachybotrys	 sollte	 gemäß	 der	 Literatur	 auf	 Malzextraktagar	 unter	 den	
beschriebenen	 Bedingungen	 (Kap.	 3.2.1)	 Sporen	 bilden	 (Samson,	 2010).	 Da	 zu	 den	
Referenzstämmen	 Nectriella	 funicola	 (ATCC	 96538),	 S.	 complementi	 (ATCC	 20511),		
S.	longispora	(ATCC	32451),	S.	theobromae	(ATCC	18905)	Melanopsamma	pomiformis	(ATCC	
18873),	 S.	 cylindrospora	 	 (ATCC	 16276),	 S.	 dichroa	 (ATCC	 18913)	 und	 S.	 parvispora	 (ATCC	









In	 dieser	 Studie	 ergab	 sich,	 wie	 bereits	 in	 vorherigen	 Studien,	 dass	 die	 mikroskopische	
Beschreibung	ein	probates	Mittel	 ist,	Gattungen	zu	differenzieren,	es	 jedoch	nicht	möglich	
ist,	 innerhalb	 der	 Gattung	 Stachybotrys	 eine	 sichere	 Spezieszuordnung	 vorzunehmen	
(Biermaier,	2013;	Kluwe,	2006;	Wang	et	al.,	2015).		




Spezies	 enthält,	 aber	 auch	 andere	 Stachybotrys	 spp.	 vorkommen,	 die	 sich	 deutlich	
voneinander	unterscheiden	(Wang	et	al.,	2015).	So	gab	es	im	ITS-1/4	Genabschnitt	zwischen	
Melanopsamma	 pomiformis	 (ATCC	 18873)	 und	 dem	 S.	 chartarum	 und	 S.	 chlorohalonata-
Cluster	 nur	 89	 %	 Sequenzhomologien,	 während	 S.	 complementi	 (ATCC	 20511)	 einen	 viel	
höheren	 Verwandtschaftsgrad	 (97	 %)	 gegenüber	 diesen	 Spezies	 aufwies.	 Bei	 dieser	




Wang	 et	 al.	 (2015)	 schlugen	 aufgrund	 der	 molekularbiologischen	 Charakteristika	 vor,	
Untergruppen	 innerhalb	 der	 Gattung	 Stachybotrys	 zu	 bilden.	 Dabei	 fassten	 sie	 mehrere	
Isolate	 anhand	 vorhandener	 Sequenzen	 u.a.	 aus	 der	 Onlinedatenbank	 MycoBank	 zu	






tri5-Genabschnittes	 möglich	 (Andersen	 et	 al.,	 2003).	 Der	 Unterschied	 zwischen	 den	
Chemotypen	in	diesem	Sequenzabschnitt	ist	jedoch	mit	nur	einem	Basenaustausch	als	sehr	
gering	anzusehen	(vgl.	Kap.	3.2.3.2).	Es	handelt	sich	dabei	um	eine	stille	Mutation	in	einem	
Genabschnitt,	 der	 für	 das	 Enzym	 Trichodiensynthase	 kodiert,	 das	 für	 die	 Bildung	 von	
Trichodien	als	ersten	Schritt	der	Trichothecensynthese	entscheidend	ist	(Kap.	2.3.2).		
Semeiks	 et	 al.	 (2014)	 identifizierten	 den	 Genabschnitt,	 der	 für	 die	 Ausbildung	 des	
makrozyklischen	 Rings	 von	 Trichothecenen	 verantwortlich	 ist.	 Die	 Sequenzierung	 dieser	





Frühere	 Arbeiten	 zeigten,	 dass	 filamentöse	 Pilze	 schwieriger	 mittels	 MALDI-TOF	 MS	 zu	
bestimmen	 sind	 als	 Bakterien	 und	 Hefen.	 Der	 Grund	 dafür	 sind	 dickere	 und	 stabiler	
aufgebaute	 Zellwände,	 die	 aufwendige	 Proteinextraktionsmethoden	 notwendig	 machen	
(Anonymous,	2014;	Carlile	et	al.,	2001;	Clarka	et	al.,	2013).	
Vor	 allem	 filamentöse	 Schimmelpilze,	 die	 ein	 schwarzes	 Pigment	 bilden,	 führten	 in	 der	
Vergangenheit	 zu	 qualitativ	 minderwertigen	 Spektren,	 da	 das	 schwarze	 Pigment	 als	
Energiesuppressor	 wirkt	 und	 die	 Ionisierung	 der	 Proteine	 hemmt	 (Alshawa	 et	 al.,	 2012;	
Buskirk	et	al.,	 2011;	Hettick	et	al.,	 2008a;	Valentine	et	al.,	 2002).	Dies	 ist	bei	Stachybotrys	
ebenfalls	der	Fall,	da	einige	Stachybotrys	spp.	auf	Festnährmedien	schwarze	Kolonien	bilden	
(vgl.	Kap.	4.1).		
Bislang	 gelang	 es	 nur	 in	 einer	 Arbeit,	 die	 Gattung	 Stachybotrys	 mittels	 MALDI-TOF	
Massenspektrometrie	 zu	 identifizieren,	 da	 die	 schwarzen	 Sporen	 eine	 Messung	 bislang	
unmöglich	machten	 (Buskirk	et	al.,	2011;	Gruenwald	et	al.,	2015).	Gruenwald	et	al.	 (2015)	
lösten	 das	 Problem	 der	 schwarzen	 Sporen,	 indem	 sie	 im	 Anschluss	 an	 die	 „Formic	 Acid	
Extraction“	 nach	 Bruker	 (Abbildung	 52	 im	 Anhang)	 2,0	 μl	 Matrix	 (α-Cyano-4-Hydroxy-
Zimtsäure,	(CHCA))	auf	die	Pilzsporen	auftrugen.		
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Dadurch	 gewannen	 die	 Spektren	 zwar	 an	 Intensität,	 jedoch	 wurde	 eine	 Extraktion	 der	
ribosomalen	 Proteine	 nicht	 sicher	 gewährleistet.	 Da	 Sporen	 in	 der	 Regel	 im	 Rahmen	 der	
Intakt-Zell	Methode	zur	Proteinextraktion	herangezogen	werden,	muss	davon	ausgegangen	
werden,	 dass	 es	 sich	 bei	 den	 generierten	 Spektren	 hauptsächlich	 um	 Zellwandproteine	
handelt.		
Die	 Intakt-Zell	Methode	wurde	 immer	wieder	 aufgrund	der	 einfachen	Probenvorbereitung	
angewandt	 (Chen	 und	 Chen,	 2005;	 Fenselau	 und	 Demirev,	 2001;	 Kemptner	 et	 al.,	 2009).	
Diese	Methode	konnte	sich	jedoch	nicht	durchsetzen,	da	sie	nicht	für	alle	Mikroorganismen	
eingesetzt	werden	 konnte	 (Clarka	 et	 al.,	 2013;	 Hettick	 et	 al.,	 2008a,	 b).	 Außerdem	 liefern	
Sporen	oftmals	sehr	unterschiedliche	Spektren;	je	nach	Alter	kann	es	zu	Ungenauigkeiten	bei	
der	Identifizierung	kommen,	da	Sporen	eine	sehr	große	Diversität	in	ihrem	Proteinspektrum	
aufweisen	 können	 (Janoschek,	 2015).	 Um	 jedoch	 eine	 möglichst	 genaue	 und	 robuste	
Identifizierung	der	filamentösen	Schimmelpilze	zu	gewährleisten,	haben	Schrodl	et	al.	(2012)	






Aus	 diesem	Grund	wurde	 auch	 in	 der	 vorliegenden	 Studie	 Flüssignährmedium	 verwendet,	
um	eine	möglichst	robuste	Proteinextraktionsmethode	zu	entwickeln.		
Die	 Ergebnisse	 der	 vorliegenden	 Studie	 zeigten,	 dass	 das	 Proteinextraktionsprotokoll	 von	
Bruker	 für	 filamentöse	Pilze	 (Abbildung	53	 im	Anhang)	 in	seiner	ursprünglichen	Art	 für	die	










Es	 traten	 zu	 wenig	 Massen	 mit	 zudem	 schlechter	 Reproduzierbarkeit	 und	 einem	 zu	
niedrigem	 S/N-Verhältnis	 auf	 (vgl.	 Kap.	 4.3),	 was	 vermutlich	 auf	 die	 eher	 schwer	
aufschließbaren	 Zellwände	 von	 Pilzen	 zurückzuführen	 ist.	 Daher	 wurde	 ein	 zusätzlicher	
mechanischer	 Aufschluss	 mit	 Glasperlen	 durchgeführt,	 was	 in	 der	 Molekularbiologie	 eine	
etablierte	 Methode	 für	 Zellen	 darstellt,	 die	 sich	 durch	 eine	 besonders	 stabile	 Zellwand	
auszeichnen	(Carlile	et	al.,	2001).	Hettick	et	al.	(2008b)	beobachteten	bereits,	dass	Spektren	
durch	den	zusätzlichen	Einsatz	von	Glasperlen	an	Massen	und	an	Intensität	hinzugewinnen.	
Wie	 in	 Abbildung	 46	 zu	 sehen	 ist,	weisen	Massenspektren	 von	 Stachybotrys	 vor	 allem	 im	
Bereich	 von	m/z	 2000	 –	 4000	 Da	 ein	 sehr	 hohes	 Rauschen	 auf.	 Um	 diese	 unspezifischen	
Massensignale	 zu	 reduzieren,	 wurde	 in	 dieser	 Arbeit	 ein	 Reinigungsschritt	 mittels	 DMSO	
	(10	 %)	 ergänzt.	 Diese	 niedermolekularen	 Massen	 führen	 zu	 einer	 Suppression	 der	




filamentöse	 Schimmelpilze	 in	 Kombination	 mit	 Glasperlen-Aufschluss	 und	 DMSO	 (10	 %)-
Waschschritt	 konnten	 massenreiche	 Referenzspektren	 (ca.	 70	 Massenpeaks,	 S/N	 ≥	 3)	
generiert	werden.		
Für	 alle	 als	 S.	 chartarum	 identifizierten	 Isolate	 (n=27)	 betrug	 der	 durchschnittliche	 Score	
Value	2,604	bei	einer	RSD	von	2,3	%.	Für	S.	chlorohalonata-Isolate	(n=18)	betrug	dieser	2,380	




MALDI-TOF	 MS	 -	 allerdings	 anhand	 der	 Sporenproteinprofile	 -	 identifiziert	 wurden	
(Gruenwald	et	al.,	2015),	schwankten	die	errechneten	Score	Values	in	einem	weiten	Bereich	








Verhältnisses	war	 eine	Differenzierung	 der	 Chemotypen	mittels	 der	 Software	 Biotyper	OC	
nicht	möglich.	Gruenwald	et	al.	(2015)	legten	für	die	Differenzierung	der	Chemotypen	sechs	
S.	chartarum	Chemotyp	S	und	fünf	S.	chartarum	Chemotyp	A	zu	Grunde.	Zusätzlich	konnten	
die	 von	 Gruenwald	 et	 al.	 (2015)	 für	 die	 Chemotypen	 beschriebenen	 charakteristischen	
Massen	gegenüber	den	27	Isolaten	dieser	Studie	nicht	bestätigt	werden.		
Daher	bleibt	unklar,	ob	eine	Unterscheidung	von	Chemotypen	mittels	MALDI-TOF	MS	ohne	
Weiteres	 zuverlässig	 möglich	 oder	 eine	 weitere	 Subspezifizierung	 notwendig	 ist.	 Weitere	
Studien	können	zudem	klären,	ob	das	entwickelte	modifizierte	Extraktionsprotokoll	auch	auf	
alle	 filamentösen	 Schimmelpilzen	 anwendbar	 ist	 und	 somit	 als	Methode	 für	 die	 Erstellung	
von	 Datenbanken	 für	 die	 Identifizierung	 von	 Schimmelpilzen	 mittels	 MALDI-TOF	
Massenspektrometrie	geeignet	ist.	
5.4 Nachweis	makrozyklischer	Trichothecene	
Bislang	 galt	 ausschließlich	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S	 als	 Bildner	 von	 makrozyklischen	
Trichothecenen,	 weshalb	 auch	 die	 tri5-Sequenz	 ein	 probates	Mittel	 zur	 Identifikation	 der	
Gattung,	 Spezies	 und	 Chemotypen	 darstellte.	 Da	 auch	 S.	 dichroa	 in	 der	 Lage	 war,	
makrozyklische	 Trichothecene	 zu	 bilden	 (Kap.	 4.4.1),	 müssen	 die	 in	 dieser	 Studie	
verwendeten	 tri5-Primer	 als	 nicht	 optimal	 zur	 Beurteilung	 des	 Bildungsvermögens	 von	




Bei	 19	 Isolaten	 von	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S	wurden	mittels	 LC-MS/MS	 unterschiedliche	
Gehalte	an	makrozyklischen	Trichothecenen	detektiert.	
Die	 Toxingesamtmenge	 je	 Isolat	 variierte	 von	 395	 bis	 8305	 ng	 Verrucarin	 A-Äquivalent/g	
Agar.	 Diese	 Berechnung	 ist	 aufgrund	 des	 Mangels	 an	 kommerziell	 verfügbaren	
Standardsubstanzen	nur	als	semiquantitativ	zu	betrachten,	dennoch	aber	geeignet,	um	die	







Allerdings	 ist	 fraglich,	 inwiefern	 die	 vorab	 diskutierten	 Einflüsse	 der	 Subkultivierung	 und	




Satratoxin	 F,	 konnte	 bisher	 nicht	 geklärt	 werden.	 Möglich	 wären	 auch	 hier	 eventuelle	
Mutationen,	 Gen-Inaktivierungen	 oder	 eventuell	 sogar	 das	 Vorliegen	 anderer	
Subspezies/Chemotypen.	
Die	 Bildung	 von	 Roridin	 E	wurde	 für	 S.	 dichroa	 (ATCC	 18913)	 bereits	 von	 Andersen	 et	 al.	
(2002)	 beschrieben	 und	 konnte	 in	 der	 vorliegenden	 Studie	 bestätigt	 werden.	 Zusätzlich	
wurde	 in	 dieser	 Arbeit	 die	 Bildung	 von	 Verrucarin	 J	 nachgewiesen	 (Kap.	 4.4.1).	 Nachdem	








1982;	 El-Maghraby	 et	 al.,	 1991),	 was	 in	 dieser	 Arbeit	 in	 Übereinstimmung	 mit	 den	
Ergebnissen	von	Andersen	et	al.	(2002)	nicht	bestätigt	werden	konnte.		
Bei	 vier	 Isolaten,	 die	 gemäß	 der	 Sequenzierungsergebnisse	 als	 S.	 chartarum	 Chemotyp	 S	
identifiziert	 wurden,	 wurden	 mittels	 der	 LC-MS/MS	 Analyse	 keine	 makrozyklischen	
Trichothecene	nachgewiesen.		
Bei	 anderen	 Mycota	 wurde	 bereits	 beschrieben,	 dass	 es	 aufgrund	 von	 UV-Strahlen,	




UV-Strahlung	 konnte	 in	 dieser	 Studie	 als	möglicher	Grund	 eliminiert	werden.	Obwohl	 sich	
die	Anzucht	auf	eine	Subkultivierung	beschränkte,	kann	nicht	ausgeschlossen	werden,	dass	
es	dadurch	bereits	zum	Verlust	der	Fähigkeit	zur	Mykotoxinbildung	gekommen	ist.		
Bilgrami	 et	 al.	 (1988)	 führten	 dieses	 Phänomen	 auf	 das	 Fehlen	 widriger	
Wachstumsbedingungen	 und	 fehlende	 Konkurrenz	 um	 die	 Nährstoffe	 bei	 Anzucht	 in	
Reinkultur	 zurück.	 Solche	 optimalen	 Wachstumsbedingungen	 bewirkten	 einer	 Studie	 von	
Horn	und	Dorner	 (2001)	 zufolge	den	Verlust	der	Fähigkeiten	zur	Bildung	von	Mykotoxinen	
bei	 Aspergillus	 flavus	 Isolaten.	 Andere	 Studien	 konnten	 ebenfalls	 bestätigen,	 dass	 infolge	
eines	 wiederholten	 Subkultivierens	 von	 filamentösen	 Schimmelpilzen	 keine	 Mykotoxine	
mehr	 gebildet	werden	 (Dingley	et	 al.,	 1962;	Ducan	und	Bu`Lock,	 1985;	Kobel,	 1969;	Kobel	
und	Sanglier,	1978).		
In	 allen	 Studien	kam	es	 gleichzeitig	 zu	einer	Veränderung	der	Koloniemorphologie.	Ob	ein	
direkter	 oder	 indirekter	 Zusammenhang	 zwischen	 Toxinbildung	 und	 Phänotyp	 besteht,	
konnte	 bislang	 noch	 nicht	 geklärt	 werden.	 Die	 in	 der	 vorliegenden	 Studie	 untersuchten		
S.	 chartarum	 Chemotyp	 S	 Isolate	 aus	 Gewürzen	 zeigten	 zum	 Teil	 ein	 verändertes	
Erscheinungsbild	 im	 Vergleich	 zu	 ihrer	 ursprünglichen	 Beschreibung	 in	 der	 Studie	 von	
Biermaier	et	al.	(2015),	keines	der	Isolate	(n=15)	verlor	jedoch	sein	Toxinbildungsvermögen.	
Weiterhin	 wurde	 auf	 molekularbiologischer	 Ebene	 beschrieben,	 dass	 das	 inverted	 repeat	
transgene	 (IRT)	 für	 eine	 RNA-Stilllegung	 verantwortlich	 sein	 soll	 und	 dies	 zu	 einer	
Inaktivierung	der	Fähigkeit	zur	Toxinbildung	führen	kann	(McDonald	et	al.,	2005).		
Transgene	 Modifikationen	 sind	 ein	 weiterer	 möglicher	 Grund	 für	 die	 Einstellung	 der	
Mykotoxinbildung,	 was	 bereits	 für	Aspergillus	 spp.	 und	 Fusarium	 spp.	 beschrieben	wurde	
(Woloshuk	und	Shim,	2013).		
Die	 Ergebnisse	 aller	 Charakterisierungsmethoden	 stimmten	miteinander	 überein,	 lediglich	
der	 fehlende	 Nachweis	 von	 makrozyklischen	 Trichothecenen	 bei	 vier	 Isolaten	 von		
S.	chartarum	Chemotyp	S	und	der	Nachweis	von	weiteren	makrozyklischen	Trichothecenen	








Stachybotrys	 ist	 ein	 zelluloseliebender	 Schwärzepilz,	 der	 die	 Fähigkeit	 besitzt,	
hochzytotoxische	 Mykotoxine	 zu	 bilden,	 die	 eine	 Gefährdung	 für	 Menschen	 und	 Tiere	
darstellen	 können.	 Aktuell	 sind	 78	 Stachybotrys	 spp.	 beschrieben	 und	 nach	 den	Vorgaben	
des	 Internationalen	 Botanischen	 Kongresses	 (IBC)	 2011	 anerkannt,	 von	 denen	 bislang	
lediglich	22	Spezies	anhand	ihrer	Nukleotidsequenzen	in	der	Datenbank	des	National	Center	
for	 Biotechnology	 Information	 (NCBI)	 erfasst	 sind.	 Hinzu	 kommt,	 dass	 oftmals	 die	
Nomenklatur	 nicht	 eindeutig	 geklärt	 ist	 und	 einige	 Spezies	 mit	 bis	 zu	 23	 Synonymen	
aufgeführt	werden.	
Daher	 war	 es	 Ziel	 dieser	 Arbeit,	 45	 ausgewählte	 Isolate	 aus	 Umwelt-,	 Futtermittel-	 und	
Lebensmittelproben	 (je	 n=15)	 und	 15	 Referenzstämme	 stellvertretend	 für	 die	 Gattung	
Stachybotrys	erstmals	mittels	phänotypischer,	genotypischer	und	massenspektrometrischer	
Verfahren	 gleichzeitig	 zu	 charakterisieren.	 Ein	 Schwerpunkt	 dieser	 Arbeit	 lag	 auf	 der	
Etablierung	eines	optimierten	Protokolls	zur	Extraktion	ribosomaler	Proteine,	anhand	derer	
Stachybotrys-Spezies	mittels	MALDI-TOF	Massenspektrometrie	differenziert	und	identifiziert	
werden	sollten.	 Im	Zuge	dessen	wurden	Referenzspektren	 für	 insgesamt	acht	Stachybotrys	
spp.	erstellt.	
Die	 Ergebnisse	 der	 Phänotypisierung	 zeigen,	 dass	 eine	 Identifikation	 auf	 dieser	 Ebene	 nur	
unzureichend	möglich	ist	und	diese	vornehmlich	nur	zur	Gattungsidentifikation	geeignet	ist.	
Mittels	 der	 ribosomalen	 Proteomanalyse	 (MALDI-TOF	 MS)	 konnten	 von	 insgesamt	 45	
untersuchten	Stachybotrys	 Isolaten	aus	Umwelt-,	Futtermittel-	und	Lebensmittelproben	 (je	
n=15)	 27	 S.	 chartarum	 und	 18	 S.	 chlorohalonata	 Isolate	 erfolgreich	 identifiziert	 werden.	
Diese	 Ergebnisse	 wurden	 anhand	 der	 Genotypisierung	 auf	 Gattungs-	 und	 Speziesebene	
eindeutig	 bestätigt.	 Damit	 erwies	 sich	 die	 MALDI-TOF	 MS	 gegenüber	 der	
molekularbiologischen	Identifikation	als	eine	schnelle	und	zuverlässige	Alternative.		
Bei	19	der	23	S.	chartarum	Chemotyp	S	Isolate	wurden	makrozyklische	Trichothecene	durch	
LC-MS/MS	 Analysen	 nachgewiesen.	 Für	 den	 Referenzstamm	 S.	 dichroa	 (ATCC	 18913)	 ist	
neben	Roridin	E	erstmals	die	Bildung	von	Verrucarin	J	nachgewiesen	worden.		
Die	 gleichzeitige	 Charakterisierung	 aus	 einer	 Urkultur,	 anhand	 phänotypischer,	







for	 human	 and	 animal	 health.	 Seventy-eight	 Stachybotrys	 spp.	 are	 currently	 recognised	
according	 to	 the	 rules	 of	 the	 International	 Botanic	 Congress	 (IBC).	 Only	 22	 out	 of	 78	 are	
included	 in	 the	 genome	 database	 of	 the	 National	 Center	 for	 Biotechnology	 Information	
(NCBI).	The	taxonomy	remains	rather	unclear	particularly	with	regard	to	a	 large	number	of	
synonyms	e.g.	S.	chartarum	with	up	to	23	synonyms.		
The	 aim	 of	 this	 study	 was	 to	 contribute	 to	 a	 more	 comprehensive	 profile	 of	 the	 genus	
Stachybotrys	by	morphology,	genome,	proteome	as	well	as	metabolome	based	techniques.	
For	 this	 purpose,	 45	 selected	 isolates	 of	 Stachybotrys	 originating	 from	 three	 different	
habitats	(environmental,	feed	and	food	samples,	each	n=15)	and	15	reference	strains	of	the	
American	 Type	 Culture	 Collection	 (ATCC,	 LGC	 Standards	 GmbH,	Wesel)	 and	 the	 Technical	




reliably	 identify	 Stachybotrys	 on	 a	 species	 level,	 however,	 this	 method	 allowed	 a	 genus	
identification.		
The	 optimised	 protein	 extraction	 protocol	 enabled	 the	 generation	 of	 MALDI-TOF	 MS	
reference	 spectra	 for	 eight	 Stachybotrys	 species	 which	 were	 successfully	 applied	 for	 the	
identification	 of	 the	 isolates:	 the	MALDI-TOF	mass	 spectrometry	 analyses	 identified	 27	 S.	
chartarum	 and	 18	 S.	 chlorohalonata	 isolates	 which	 exactly	 matched	 the	 results	 of	 the	
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Tabelle	 40:	 Überblick	 über	 als	 Stachybotrys	 eingeordnete	 Spezies	 zusammengestellt	 nach	

















	 	 	 					zusammengestellt	nach	Bisby	(1943),	Crous	et	al.	(2004),	NCBI		
	 	 	 					(2014)	und	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014);	Referenzen	
	 	 	 					nach	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014)	und			




	 	 	 					zusammengestellt	nach	Bisby	(1943),	Crous	et	al.	(2004),	NCBI		
	 	 	 					(2014)	und	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014);	Referenzen	
	 	 	 					nach	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014)	und			







	 	 	 					zusammengestellt	nach	Bisby	(1943),	Crous	et	al.	(2004),	NCBI		
	 	 	 					(2014)	und	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014);	Referenzen	
	 	 	 					nach	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014)	und			








	 	 	 					zusammengestellt	nach	Bisby	(1943),	Crous	et	al.	(2004),	NCBI		
	 	 	 					(2014)	und	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014);	Referenzen	
	 	 	 					nach	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014)	und			







	 	 	 					zusammengestellt	nach	Bisby	(1943),	Crous	et	al.	(2004),	NCBI		
	 	 	 					(2014)	und	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014);	Referenzen	
	 	 	 					nach	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014)	und			










	 	 	 					zusammengestellt	nach	Bisby	(1943),	Crous	et	al.	(2004),	NCBI		
	 	 	 					(2014)	und	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014);	Referenzen	
	 	 	 					nach	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014)	und			






	 	 	 					zusammengestellt	nach	Bisby	(1943),	Crous	et	al.	(2004),	NCBI		
	 	 	 					(2014)	und	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014);	Referenzen	
	 	 	 					nach	The	Royal	Botanic	Gardens	Kew	et	al.	(2014)	und			













































Fortsetzung	 Tabelle	 43:	 Ausgewählte	 Proteinextraktionsmethoden	 zur	 Identifikation	 von	
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